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1. Einleitung 
Seit den letzten Jahrzehnten treten immer häufiger invasive bakterielle Erkrankungen auf, 
die zu einem klinischen Problem führen. Das Aufkommen und die Verbreitung von 
Antibiotikaresistenzen bei der Behandlung dieser Krankheiten sind Gegenstand aktueller 
Forschungsarbeiten und stellt die Notwenigkeit, die Interaktion zwischen Mikroorganismen 
und Wirt zu verstehen, in den Vordergrund. In dieser Arbeit wird eine Strategie von 
Mikroorganismen untersucht, Proteine aus dem menschlichen Serum zu ihren Vorteil 
einzusetzen und zur Immunevasion zu nutzen. 
 
1.1. Enzymkaskaden dienen als Angriffspunkt für pathogene 
Mikroorganismen 
Im menschlichen Serum laufen viele Prozesse ab, die die Körperfunktion aufrechterhalten 
und eine Infektion durch Mikroorganismen effektiv abwehren. Viele dieser Prozesse, wie 
das Blutgerinnungssystem, die Fibrinolyse, das Kininsystem und das Komplementsystem 
finden über so genannte Enzymkaskaden statt. Vorgestellte, inaktive Enzyme (Zymogene) 
konvertieren durch proteolytische Spaltung in ihre aktive Form, die wiederum 
nachgestellte Zymogene aktivieren. Viele Mikroorganismen haben sich diese Prozesse zu 
Nutze gemacht um eine Infektion hervorzurufen. Mikroorganismen, die in bestimmte 
Regionen des Körpers eindringen, dort eine lokale Infektion auslösen und eine 
Schädigung des Gewebes verursachen, nennt man pathogene Mikroorganismen. Eine 
Infektion ist definiert durch Ansiedlung, Wachstum und Vermehrung von pathogenen 
Mikroorganismen in dem menschlichen Organismus.  
Diese Arbeit untersucht das Zusammenspiel von pathogenen Mikroorganismen mit zwei 
wichtigen Enzymkaskaden, der Fibrinolyse, die Gegenreaktion des Gerinnungssystems 
und dem Komplementsystem. Bei einer Verletzung bzw. einer Infektion werden das 
Gerinnungs- und das Komplementsystem umgehend aktiviert. Diese Prozesse sind sehr 
genau durch Substrat, Aktivatoren, Inhibitoren, Kofaktoren und Rezeptoren reguliert, die 
als Angriffsorte den pathogenen Mikroorganismen zur Verfügung stehen. 
 
1.1.1. Das Blutgerinnungssystem und die Fibrinolyse 
Das Blutgerinnungssystem ist für den menschlichen Organismus lebensnotwendig. Es hat 
die Hauptfunktion, nach Verletzungen die Blutungen zu stoppen, zerstörtes Gewebe zu 
reparieren, und somit den Schutz des menschlichen Organismus vor einer Infektion 
aufrechtzuerhalten. Das Blutgerinnungssystem ist ein genau kontrolliertes 
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Zusammenspiel dreier Komponenten: der Gefäßwand (Endothel), zirkulierender 
Blutplättchen (Thrombozyten) und mehrerer Plasmaproteine. Dieses hoch spezifische 
System wird auf zwei verschiedenen Wegen aktiviert: (1) dem intrinsischen Weg, durch 
Kontakt des Blutes mit körperfremden Oberflächen oder (2) dem extrinsischen Weg, 
durch den Kontakt des Blutes mit gerinnungsaktivierenden Substanzen aus dem 
Körpergewebe, wie dem Gewebefaktor („tissue factor“). Ist der Gerinnungsprozess über 
einen oder über beide Wege aktiviert, verläuft der Prozess über spezifische 
Blutgerinnungsfaktoren. Diese Gerinnungsfaktoren gehören zu einer Familie von über 
50 Komponenten, wovon die Mehrzahl Serinproteasen sind. Die Aktivierung beider Wege 
vermittelt jeweils über eine Enzymkaskade die Bildung von Prothrombin zu Thrombin. 
Thrombin spaltet das lösliche Fibrinogen zu Fibrin, das zusammen mit den Blutplättchen 
ein Fibringerinnsel (Thrombus) bildet, das die Blutung stoppt. 
Der Prozess des Blutgerinnungssystems steht im Gleichgewicht von 
gerinnungsaktivierender und gerinnungshemmender Faktoren. Bei Auftreten von 
Verletzungen ist es essentiell, dass die Bildung eines Thrombus schnell eintritt. Eine 
überschießende Gerinnungsreaktion führt zur Ausbildung einer Thrombose, d.h. 
überschüssige Thromben rufen eine Verstopfung der Blutgefäße hervor. Aus diesem 
Grund wird das Blutgerinnungssystem streng reguliert. Neben den negativen 
Plasmaregulatoren, wie den „tissue factor pathway inhibitor“ (TFPI), das Antithombin (AT) 
und dem aktivierten Protein C (APC), die die Gerinnungsfaktoren inhibieren, reguliert der 
Prozess der Fibrinolyse die Blutgerinnung und ist somit die Gegenreaktion des 
Blutgerinnungssystems [1]. 
Plasmin, das aus dem Zymogen Plasminogen aktiviert wird, ist das Hauptenzym der 
Fibrinolyse. Plasmin spaltet zunächst das Fibringerinnsel in die lösliche Form, dem 
Fibrinogen und dieses weiter in Fibrinogenabbauprodukte. Somit werden nicht benötigte 
Thromben abgebaut und die Bildung einer Thrombose verhindert. Auch hier führt ein 
krankhaftes Überwiegen der Thrombus-Auflösung zur Hyperfibrinolyse. Das 
Gleichgewicht zwischen Blutgerinnung und Fibrinolyse ist für die pathologische 
Bedeutung des Blutens und der Thrombose essentiell (Abbildung 1). Eine Störung 
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Abbildung 1: Im gesunden menschlichen Organismus besteht ein Gleichgewicht zwischen 
der Blutgerinnung und der Fibrinolyse. 
Die Prozesse der Blutgerinnung und der Fibrinolyse laufen über Enzymkaskaden ab, die die 
Zymogene Prothrombin und Plasminogen in ihre aktive Form, Thrombin und Plasmin, konvertieren. 
Thrombin und Plasmin sind die jeweiligen Schlüsselenzyme und bilden bzw. lösen 
Fibrinvernetzungen auf. Fibrinogen wird durch Thrombin zu Fibrin gespalten, das zusammen mit 
Blutplättchen ein Fibringerinnsel (Thrombus) bildet. Plasmin spaltet das Fibringerinnsel zu dem 
löslichen Bestandteil Fibrinogen und dieses weiter zu Fibrinogenabbauprodukten. 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich hauptsächlich mit dem Plasmaprotein 
Plasminogen. In den folgenden Abschnitten wird dieses Protein genauer vorgestellt und 
die Bedeutung des Plasminogens für den menschlichen Organismus sowie für pathogene 
Mikroorganismen beschrieben. 
 
1.1.2. Das menschliche Plasmaprotein Plasminogen 
Das Plasmaprotein Plasminogen zirkuliert im menschlichen Serum in einer Konzentration 
von 200 µg/ml und besitzt eine Halbwertszeit von zwei Tagen [2]. Das Protein wird in der 
Leber synthetisiert und gelangt von dort in den Blutkreislauf [3]. Plasminogen ist ein 
92 Kilodalton (kDa) großes, einzelkettiges Glykoprotein, das aus 810 Aminosäuren 
besteht. Am N-Terminus des Plasminogens befindet sich ein Signalpeptid, das nach der 
Prozessierung des Proteins abgespalten wird. Im menschlichen Serum sind zwei 
verschiedene Formen von Plasminogen zu finden. Das Glutamat-Plasminogen besitzt ein 
77 Aminosäuren großes Voraktivierungspeptid, beginnend mit der Aminosäure Glutamat 
(Glu). Nach der autokatalytischen Abspaltung des Voraktivierungspeptides durch Plasmin, 
wird das Lysin-Plasminogen generiert, beginnend mit der Aminosäure Lysin (Lys) [4]. Das 
voraktivierte Lys-Plasminogen ist effizienter zu aktivieren als das Glu-Plasminogen und 
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besitzt eine höhere Affinität zu Fibrin(ogen) [4]. Das Glu- sowie das Lys-Plasminogen 
bestehen aus fünf „Kringel“-Domänen (K1-K5) und aus einer C-terminalen Protease-
Domäne (Abbildung 2A). Die Kringeldomänen sind untereinander homolog und ihre 
Tertiärstruktur umfasst jeweils ca. 80 Aminosäuren. Jede Kringeldomäne besitzt sechs 
Cystein-Reste (Cys), die drei Disulfidbrücken nach einem typischen Muster (Cys1-6, 
Cys2-4, Cys3-5) ausbilden und somit für die Struktur jeder einzelnen Kringeldomäne 
verantwortlich sind [5]. Kringeldomänen sind in weiteren Serumproteinen zu finden, von 
denen mehrere als Fibrinolysefaktoren identifiziert wurden [6]. Die Kringeldomänen K1, 
K4 und K5 besitzen Lysinbindestellen und vermitteln die Bindung von Inhibitoren, Zellen 
und weiteren Liganden über C-terminale oder intern gelegene Lysinreste des Liganden [7, 
8]. Die Lysinbindestellen spielen eine wichtige Rolle bei der Bindung von Plasminogen an 
Fibrin(ogen), sowie bei der Interaktion von Plasminogen mit α2-Antiplasmin, einem 
Plasminregulator. Plasminogen bindet Fibrin(ogen) über die Kringeldomänen K1-3 und K5 
[9]. 
Plasminogen ist ein Zymogen, d.h. es liegt in seiner proteolytisch inaktiven Form vor und 
wird durch spezifische Aktivatoren zur aktiven Serinprotease umgewandelt 
(Abschnitt 1.1.3.). Die Plasminogenaktivatoren spalten Plasminogen proteolytisch an einer 
einzelnen Stelle zwischen den Aminosäuren Arginin561 und Valin562 (Arg561-Val562). Das 
entstehende zweikettige Protein Plasmin ist durch zwei Disulfidbrücken miteinander 
verbunden [10]. Plasmin ist eine Serinprotease, gekennzeichnet durch die katalytischen 
Aminosäuren Histidin, Aspartat und Serin. 
Plasmin ist verantwortlich für die Auflösung von Fibringerinnseln und ist somit ein 
Gegenspieler der Blutgerinnung [11]. Neben der Auflösung von Fibringerinnseln durch die 
Spaltung von Fibrin, degradiert Plasmin Proteine der Extrazellulären Matrix (EZM), die 
unter anderen aus den Adhäsionsproteinen, wie Fibrinogen, Laminin und Fibronektin, 
zusammengesetzt ist. Außerdem spaltet Plasmin Komponente der Basalmembran und 
aktiviert Matrixmetalloproteinasen, Wachstumsfaktoren, Hormone sowie 
Blutgerinnungsfaktoren [7]. Plasmin unterstützt aber auch verschiedene Tumorzellen bei 
der Metastasierung und Invasion z.B. im Gehirn, in der Brust, im Magen und Dickdarm. 
Bei diesen Tumoren entdeckte man eine deutlich erhöhte Expression des Plasminogen-
Aktivator-Systems und eine positive Korrelation mit deren Malignität [12]. Die Induktion 
der proteolytischen Gewebedegradation durch die Aktivierung des Plasminogens auf 
Zelloberflächen hat signifikante Auswirkungen auf Wundheilungs- und 
Gewebeerneuerungsprozessen, die Embryogenese und die Ausbreitung und 
Metastasierung von Tumorzellen [11]. Plasmin unterstützt zudem die Immunevasion 
pathogener Mikroorganismen indem es das Immunglobulin G (IgG) spaltet [13]. 
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Abbildung 2: Die Struktur des Plasminogens.  
A) Plasminogen besteht aus einem Voraktivierungspeptid, fünf homologen Kringeldomänen (K1-
K5) und einer C-terminalen Protease-Domäne. Das Zymogen Plasminogen wird durch spezifische 




 proteolytisch gespalten 
(Schere) und zu Plasmin aktiviert. Das katalytische Zentrum bilden die Aminosäuren Serin (Ser), 
Aspartat (Asp) und Histidin (His) in der C-terminalen Protease-Domäne (rote Punkte). 
B) Im Serum liegt Plasminogen in zwei Formen vor: das Glutamat (Glu)- und das Lysin (Lys)-
Plasminogen. Das Glu-Plasminogen wird autokatalytisch durch Plasmin, durch die Abspaltung des 
Voraktivierungspeptides, zu Lys-Plasminogen generiert. Das inaktive Plasminogen (hellgrün) wird 
durch spezifische Aktivatoren zur aktiven Form Plasmin (dunkelgrün) gespalten. Die Elastase 
spaltet Plasmin(ogen) in weitere funktionelle Einheiten. Dazu gehören das Miniplasminogen (K5-
Protease), das ebenfalls zu Miniplasmin aktiviert wird und das Angiostatin (K1-4), das weiter zu K1-
3 und K4 gespalten wird. 
 
Die menschliche Elastase ist eine Protease, die Plasminogen zwischen den 
Kringeldomänen K4 und K5 spaltet. Dabei entstehen zwei Fragmente: das Angiostatin 
(K1-4) und das Miniplasminogen (K5 mit Protease-Domäne) mit einer molekularen Größe 
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von 53 und 39 kDa. Im weiteren Verlauf der proteolytischen Spaltung entstehen die 
Fragmente K1-3 und K4 mit einem Molekulargewicht von 44 bzw. 10 kDa 
(Abbildung 2B). 
Angiostatin (K1-4) inhibiert die Bildung von neuen Blutgefäßen (Angiogenese), indem es 
proliferierende Endothelzellen angreift. Das Angiostatin-ähnliche Molekül K1-3 ist in seiner 
antiangiogenen Wirkung potenter als Angiostatin und inhibiert die Migration von 
Endothelzellen [14]. Das kleinere Fragment K4 besitzt eine Lysinbindestelle und ist ein 
ineffektiver Inhibitor der Proliferation von Endothelzellen [2]. Miniplasminogen wird wie 
Plasminogen zu Miniplasmin aktiviert. Miniplasmin besitzt eine höhere fibrinolytische 
Aktivität und eine zehnfach geringere Empfindlichkeit gegenüber dem Regulator α2-
Antiplasmin als Plasmin [9, 15]. Die Rolle von Miniplasminogen ist noch nicht weitgehend 
untersucht. 
 
1.1.3. Die Plasminogenaktivatoren 
1.1.3.1. Die menschlichen Plasminogenaktivatoren 
Menschliche sowie bakterielle Plasminogenaktivatoren konvertieren das Zymogen 
Plasminogen zur aktiven Serinprotease Plasmin (Abbildung 3). Zu den menschlichen 
Aktivatoren gehören der „urokinase-type“ (uPa) und der „tissue-type“ (tPa) 
Plasminogenaktivator. UPa ist ein einzelkettiges Glykoprotein mit einem Molekulargewicht 
von 53 kDa. UPa ist ebenfalls ein Zymogen, das durch Plasmin proteolytisch gespalten 
und zu einem zweikettigen aktiven Protein generiert wird. UPa besitzt wie Plasminogen 
eine Kringeldomäne, gefolgt von einer Wachstumsfaktor- und einer Serinproteasedomäne 
im C-Terminus. UPa wird von verschiedenen Zellen sekretiert, vor allem jedoch von 
Krebszellen und spielt eine große Rolle in der Tumorbiologie [16]. TPa besitzt ein 
Molekulargewicht von 70 kDa und ist ebenfalls ein einzelkettiges Glykoprotein. Wie uPa 
wird tPa durch Plasmin in ein zweikettiges Molekül gespalten und zur Protease aktiviert. 
TPa wird von Endothelzellen, vor allem aber von Krebszellen sekretiert und besitzt eine 
N-terminale Finger-Domäne, gefolgt von einer Wachstumsfaktor- und zwei 
Kringeldomänen [10]. TPa ist ausschließlich verantwortlich für die Generierung von 
Plasmin [17]. 
 
1.1.3.2. Die bakteriellen Plasminogenaktivatoren 
Neben den zwei menschlichen Plasminogenaktivatoren sezernieren verschiedene 
Mikroorganismen eigene Plasminogenaktivatoren um effektiv das rekrutierte Plasminogen 
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zu aktivieren und die Aktivität von Plasmin für sich zu nutzen. Die Streptokinase (SK) wird 
von Streptococcus pyrogenes exprimiert und ist ein sehr spezifischer 
Plasminogenaktivator. Nach der Expression wird die SK in den extrazellulären Raum 
sezerniert und geht mit Plasminogen einen Komplex ein. Die SK induziert eine 
Konformationsänderung in der Protease-Domäne und aktiviert Plasminogen zu Plasmin. 
Dabei erfolgt die Aktivierung zu Plasmin ohne Proteolyse [18]. Dieser Komplex ist 
gegenüber dem Plasmininhibitor α2-Antiplasmin unempfindlich. Die Staphylokinase (SAK) 
wird von Staphylococcus aureus exprimiert. Die SAK geht ebenfalls mit Plasminogen 
einen Komplex ein und auch hier findet die Aktivierung ohne proteolytische Spaltung statt. 
Jedoch ist dieser Komplex empfindlich für α2-Antiplasmin [19]. Der Plasminogenaktivator 
(Pla) von Yersinia pestris ist eine Oberflächen-gebundene Aspartat-Protease, die 
Plasminogen zu Plasmin proteolytisch spaltet [20]. Der Plasminogen-spezifische 
Regulator α2-Antiplasmin inhibiert Pla. Somit besitzt Pla eine große Rolle im Plasminogen-
System sowie in der Pathogenese von Yersinia [20]. Die erst kürzlich identifizierte 
Protease Legionella Plasminogenaktivator (Lpa) von Legionella pneumophila ist ebenfalls 
in der Lage Plasminogen zu Plasmin zu konvertieren, welches funktionell aktiv ist [21]. 
 
1.1.4. Die Plasminogenregulatoren 
Das Plasminogensystem liegt unter strenger Kontrolle und die Inhibitoren sind in zwei 
Gruppen unterteilt (Abbildung 3). Die Plasminogenaktivator-Inhibitoren-1, -2 und -3 (PAI-
1, PAI-2, PAI- 3) gehören zu den Inhibitoren der Gruppe I und blockieren die Aktivität der 
Plasminogenaktivatoren uPa und tPa. Die Glykoproteine PAI-1 - PAI-3 besitzen ein 
Molekulargewicht von 54, 70 bzw. 57 kDa und gehören zu den Serinproteaseninhibitoren 
(Serpine). Sie bilden mit uPa und tPa einen Komplex und blockieren deren proteolytische 
Funktion. Zusätzlich bindet PAI-1 das EZM-Protein Vitronektin und stabilisiert somit seine 
aktive Form [22, 23]. 
Die Inhibitoren der Gruppe II blockieren direkt das aktive Enzym Plasmin. Zu dieser 
Gruppe gehören das α2-Antiplasmin und das α2-Makroglobulin. Der spezifische 
Plasminogeninhibitor α2-Antiplasmin bindet Plasminogen bzw. Plasmin in K1-3 über die 
Lysinbindestellen und bildet ebenfalls einen Komplex [24]. Das α2-Makroglobulin ist ein 
sehr großes Glykoprotein, das sowohl Plasmin als auch die Aktivatoren uPa und tPa 
bindet. Diese Inhibitoren sind in Lösung aktiv, wobei zellgebundenes Plasmin vor α2-
Antiplasmin und α2-Makroglobulin geschützt ist [10]. 
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Abbildung 3: Das Plasminogensystem liegt unter strenger Kontrolle. 
Menschliche Aktivatoren, wie der „urokinase-type“ und „tissue-type“ Plasminogenaktivator (uPa 
und tPa) oder bakterielle Aktivatoren, wie die Streptokinase (SK), die Staphylokinase (SAK), und 
die Aktivatoren von Y. pestris und L. pneumophila (Pla und Lpa) konvertieren Plasminogen zur 
aktiven Serinprotease Plasmin. Das Plasminogen-System liegt an verschiedenen Stellen unter 
Kontrolle von Inhibitoren. Diese Inhibitoren sind in zwei Gruppen unterteilt. Die Inhibitoren-
Gruppe I, zu der die Plasminogenaktivator-Inhibitoren-1, -2 und -3 (PAI-1, -2 und -3) gehören, 
inhibieren die Plasminogenaktivatoren uPa und tPa. Die Inhibitoren α2-Antiplasmin und α2-
Makroglobulin blockieren das aktive Zentrum von Plasmin und gehören der Inhibitoren-Gruppe II 
an. Plasmin ist das Schlüsselenzym in der Fibrinolyse und spaltet Fibrin(ogen), aber auch 
Komponente der Extrazellulären Matrix (EZM), aktiviert Matrixmetalloproteinasen (MMP) und ist für 
die Migration von verschiedenen Zellen verantwortlich. 
 
1.1.5. Plasminogen bringt pathogene Mikroorganismen mit dem 
menschlichen Fibrinolyse-System in Kontakt 
Viele pathogene Mikroorganismen nutzen menschliche Serumproteine zu ihrem Vorteil. 
Das fibrinolytische System spielt dabei eine sehr große Rolle und die Eigenschaft von 
Plasminogen, Fibrin(ogen) zu binden und anschließend zu spalten, wird von pathogenen 
Mikroorganismen effektiv ausgenutzt. Fibrin ist nicht nur Bestandteil eines 
Fibringerinnsels sondern ist auch ein Hauptbestandteil der EZM. Die EZM umgibt Zell-
Zell-Verbände und besitzt somit eine schützende und stabilisierende Funktion für Zellen. 
Pathogene Mikroorganismen kolonisieren an ihren entsprechenden Epithelzellen und 
dringen anschließend über das Gewebe in den Blutkreislauf ein. Die Interaktion zwischen 
pathogenen Mikroorganismen und Wirt wird intensiv untersucht und es ist gezeigt, dass 
Plasmin(ogen) und das EZM-Protein Fibrinogen bei der Interaktion zwischen Pathogen 
und Wirt eine wichtige Rolle einnehmen [19]. 
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Für einige Bakterien ist der Prozess der „Bakteriellen Metastase“ beschrieben. Dieser 
Prozess ähnelt dem Mechanismus der Metastisierung von Tumorzellen, indem diese 
Zellen an Laminin binden und Plasminogen aktivieren [25]. Bei der „bakteriellen 
Metastase“ binden pathogene Mikroorganismen Plasminogen an ihrer Oberfläche und 
gebundenes Plasminogen wird durch menschliche oder bakterielle Aktivatoren zu Plasmin 
aktiviert. Das gebundene Plasminogen vermittelt den Kontakt der Mikroorgansimen über 
die EZM an die Zielzellen. Aktiviertes Plasmin spaltet die EZM-Proteine und zerstört die 
stabile Struktur der EZM. Dadurch sind die Zellen nicht mehr ausreichend geschützt und 
die pathogenen Mikroorganismen dringen in die Zellen ein. Ist Plasmin an der bakteriellen 
Oberfläche gebunden, ist Plasmin für den Regulator α2-Antiplasmin nicht mehr zugänglich 
und ist konstant funktionell aktiv. Die pathogenen Mikroorganismen nutzen somit 
Plasminogen zum einen für die Adhäsion und Kolonisation, durch die Bindung an einzelne 
EZM-Proteine und zum anderen zur Invasion, durch die Degradierung von EZM-Proteinen 
[26, 27]. 
Die Plasminogen-Bindung ist für eine große Anzahl von pathogenen Mikroorganismen 
gezeigt und untersucht (Tabelle 1). Gram-positive Bakterien, die invasive Erkrankungen 
verursachen, nutzen Wirtsproteine für ihren Angriff und die Verbreitung im Gewebe [28]. 
Für einige Arten von Streptococcus sind bereits mehrere Plasminogen-Bindeproteine 
identifiziert und untersucht. S. pneumoniae exprimiert eine Reihe von Plasminogen-
Bindeproteinen wie die Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), die α-
Enolase, das Plasminogen und Fibronektin-bindende Protein B (PfbB) und das Cholin-
bindende Protein E (CBPE) [29]. Einige dieser Proteine werden auch von anderen 
Streptococcus-Arten exprimiert. Das Plasminogen-bindende-M-like-Protein (PAM) von 
S. pyrogenes bindet Plasminogen mit einer sehr hohen Affinität und ummantelt die 
Streptokokken mit Plasminogen, welches durch die SK oder menschliche 
Plasminogenaktivatoren an der Oberfläche aktiviert wird [30]. S. canis exprimiert das „M-
like“ Protein (SCM), welches Plasminogen und Miniplasminogen bindet und die bakterielle 
Transmigration unterstützt [28]. Für die Staphylokokken ist bisher nur der 
Plasminogenaktivator SAK als Plasminogen-bindendes Protein identifiziert [31]. 
Die Bindung von Plasminogen von verschiedenen Gram-negativen Bakterien ist erstmalig 
in einer Studie aus dem Jahr 1989 beschrieben und zeigt die Bindung von Plasminogen 
an der Oberfläche von Haemophilus influenzae und von Bortella catarrhalis. Auch für 
einige Pseudomonas aeruginosa-Stämme ist eine Plasminogen-Bindung dargestellt [32]. 
Für H. influenzae und P. aeruginosa sind bereits Plasminogen-Rezeptoren identifiziert 
und genauer beschrieben. Die Aspartase ist als das erste Plasminogen-Bindeprotein von 
H. influenzae beschrieben und später das Protein Protein E (PE) als Hauptbindeprotein 
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identifiziert [Manuskript 1] [33]. Der Elongationsfaktor Tu (Tuf) und die Lipoprotein-
Dehydrogenase (Lpd) von P. aeruginosa binden Plasminogen an ihrer Oberfläche und 
nutzen gebundenes Plasminogen für ihre Kolonisation an menschlichen Zellen [34], 
(Manuskript in Vorbereitung, Hallström et al., 2011). Für die Gattung der Borrelia ist 
ebenfalls eine Plasminogen-Bindung gezeigt und eine Rolle der Plasminogen-Bindung bei 
der Verbreitung und Invasion im Wirtsgewebe, sowie in der Immunevasion nachgewiesen. 
Borrelia burgdorferi bindet Plasminogen über die erst kürzlich beschriebenden 
„complement regulator-acquiring surface proteins“ -3, -4 und -5 (CRASP-3 - CRASP-5) 
[Manuskript 2], aber auch das „outer surface protein“ A (OspA) und das Borrelia 
Plasminogen Bindeprotein (BPBP) binden Plasminogen an der Oberfläche [35]. 
B. recurrentis exprimiert das multifunktionale „human complement and plasminogen 
protein“ A (HcpA), das ebenfalls Plasminogen und auch Komplementregulatoren bindet 
[36]. 
Eine weitere Art von Spirochäten binden Plasminogen an ihre Oberfläche. Die 
Spirochäten Leptospira interrogans exprimieren acht Plasminogen-Bindeproteine, wobei 
das Leptospiral Endostatin-ähnliche Protein A (LenA) am besten untersucht ist [37]. 
Plasminogen-ummantelte Leptospira spalten Fibrinogen und vermitteln somit die Invasion 
der Leptospira [38]. Das Darmbakterium Helicobacter pylori exprimiert zwei Plasminogen-
bindende Proteine (pgbA und pgbB) [39], die an der Oberfläche verankert sind. 
Gebundenes Plasminogen wird durch den menschlichen Aktivator uPa zu Plasmin 
aktiviert und trägt zur Gewebspenetration sowie zur Pathogenese bei [40]. Für 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae und K. oxytoca ist in der Studie von 1989 keine 
Plasminogen-Bindung gezeigt [32]. Jedoch ist später für E. coli eine Bindung von 
Plasminogen durch G-Fimbrien und die Flagellen nachgewiesen [41]. 
Viele pathogene Mikroorganismen binden Plasminogen an ihre Oberfläche. Einige davon 
exprimieren ihre eigenen Plasminogenaktivatoren, die das gebundene Plasminogen zur 
aktiven Serinprotease Plasmin aktivieren. Das gebundene Plasmin(ogen) verleiht den 
Mikroorganismen einen effizienten Virulenzfaktor. Die folgende Tabelle (Tabelle 1) fasst 
die beschriebenen Plasminogen-Bindeproteine zusammen und zeigt die Verbreitung 
sowie die Wichtigkeit der Plasminogen-Bindung für Mikroorganismen. 
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Tabelle 1: Prokaryontische Plasminogen-Bindeproteine und Aktivatoren. 
Mikroorganismus Bindeprotein kDa Literatur 
B. burgdorferi 
Borrelia Plasminogen-Bindeprotein (BPBP-70) 70 [42] 
„outer surface protein“ A (OspA) 30 [43] 
„outer surface protein“ C (OspC) 23 [44] 
„complement regulator-acquiring surface proteins“ 





B. spielmanii B. spielmanii CRASP-3 (BsCRASP-3) 15 [45] 
B. recurrensis “human complement and plasminogen Protein” A (HcpA) 17 [36] 
B. catarrhalis Unbekannt - [32] 
E. coli 
G-Fimbrien 27 [41] 
Flagelle - [46] 
H. influenzae 
Aspartase 55 [33] 




Plasminogen-Bindeprotein A (pgbA) 55 [47] 
Plasminogen-Bindeprotein B (pgbB) 65 [48] 
L. pneumophila Legionella Plasminogenaktivator (Lpa) 33 [21] 
L. interrogans Leptospira Endostatin-ähnliche Protein A (LenA) 32 [37] 
N. mengingitis 
N. gonorrhoeae 
Unbekannt  [49] 
P. carnii Enolase 47 [50] 
P. aeruginosa 
Lipoprotein-Dehydrase (LPD) 43 n. p. 
Elongationfaktor Tu (Tuf) 43 [34] 
S. aureus Staphylokinase (SAK) 16 [51] 
S. canis S. canis „M-like“ Protein (SCM) 25 [28] 
S. pneumoniae 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 40 [29] 
α-Enolase 45 [52] 
Cholin-bindende Protein E (CBPE) 70 [53] 
Plasminogen- und Fibronektin-Bindeprotein B (PfbB) 120 [54] 
S. pyogenes 
α-Enolase (SEN) 47 [30] 
Plasminogen-bindene-M-like-Protein (PAM) 43 [55] 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 36 [56] 
Streptokinase (SK) 52 [57] 
S. uberis 
Streptokinase (SKC) 34 [58] 
Plasminogen-Aktivatorprotein A (PauA) 33 [59] 
Plasminogen-Aktivatorprotein B (PauB) 45 [60] 
Y. pestris Plasminogenaktivator (Pla) 35 [20], [61] 
n.p.: nicht publiziert 
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Für die pathogene Hefe Candida albicans sind neun Plasminogen-Bindeproteine 
identifiziert und bereits einige, wie die Phosphogycerat-Mutase-1 (Gpm1) und das pH-
regulierte Antigen-1 (Pra1), genauer beschrieben [62]. Candida bindet Plasminogen als 
Hefe- und Hyphenform und nutzt Plasminogen, welches durch menschliche 
Plasminogenaktivatoren zu Plasmin generiert wird, zur Kolonisation durch Spaltung der 
EZM-Proteine. Eine Plasminogen-Bindung wurde auch für die Konidien des menschlichen 
Hefepilzes Aspergillus fumigatus beobachtet, jedoch sind die Rezeptoren noch unbekannt 
(Tabelle 2) [63]. 
 
Tabelle 2: Plasminogen-Bindeproteine von pathogenen Hefen. 
Pathogene Hefe Bindeprotein kDa Literatur 
C. albicans 
Phosphogycerat-Mutase-1 (Gpm1) 36 [64] 
pH-regulierte Antigen-1 (Pra1) 31 [65] 
Peroxisomale Katalase (CTA1) 56 
[62] 
Transkriptionselongationfaktor 1 (TEF) 48 
Alkoholdehydrogenase 1 (ADH1) 43 




Phosphoglyceratkinase (PGK1) 45 
Fruktose-bisphosphat-Aldolase (FBA1) 42 
A. fumigatus Unbekannt - [63] 
 
Eine Bindung von Plasminogen an die Parasiten Trypanosoma cruzi epimastigotes und 
Leishmania mexicana ist ebenfalls gezeigt. Jedoch ist der Plasminogen-Rezeptor noch 
nicht identifiziert [66, 67]. Diese Studien zeigen, dass sich eine Mehrzahl von pathogenen 
Erregern ein einzelnes menschliches Serumprotein zu Nutze machen und es als Waffe 
gegen den menschlichen Organismus einsetzen. Die Bindung von Plasmin(ogen) ist somit 
ein weit verbreiteter und sehr wirkungsvoller Mechanismus. 
Neben Plasminogen interagieren Bakterien auch direkt mit dem EZM-Protein Fibrinogen, 
einem weiteren Bestandteil des Fibrinolyse-Systems. S. pyrogenes bindet Fibrinogen 
mittels dem Extrazellulären Fibrinogen-bindenden Protein (Efb) oder des M-Protein an 
seine Oberfläche [68-70]. Die mit Fibrinogen umgebenen Bakterien entwickelten eine 
Strategie, um sich vor dem Immunsystem zu schützen und maskieren sich so vor der 
Phagozytose von Makrophagen (Abschnitt 1.2.2.4.). 
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1.2. Das menschliche Immunsystem 
Das menschliche Immunsystem schützt den Menschen schnell und effektiv vor dem 
Angriff pathogener Mikroorganismen. Diese Aufgabe ist möglich durch das genau 
regulierte Zusammenspiel spezialisierter Immunzellen und effektorischen sowie 
regulatorischen Proteinen, wie den Komplementproteinen, Zytokinen und Chemokinen. 
Bei einer Infektion durch pathogene Mikroorganismen, überwinden die Mikroorganismen 
zunächst natürliche Barrieren, z.B die Haut (mechanisch), Verdauungstrakt (chemisch) 
oder symbiotische Bakterien (biologisch) und umgehen anschließend das menschliche 
Immunsystem. Zuerst erkennt das angeborene Immunsystem die fremden 
Mikroorganismen, welches eine relativ geringe Spezifität für Mikroorganismen besitzt. Die 
angeborene Immunantwort ist gekennzeichnet durch allgemeine Rezeptoren, wie den 
„Toll-like“-Rezeptoren (TLR) und die „pattern recognition“-Rezeptoren (PRRs), die 
„Microbe“-assozierte Molekülstrukturen (MAMPs) von Mikroorganismen erkennen. 
Anschließend kommt es zur spezifischen Immunantwort (erworbene Immunsystem), die 
auf eine hohe Spezialisierung durch spezifische Rezeptoren auf spezialisierten Zellen 
beruht. 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Komplementsystem der angeborenen 
Immunantwort. Für das Verständnis des gesamten Immunsystems und die Rolle der 
Immunantwort bei einer Infektion von pathogenen Mikroorganismen, wird in den 
folgenden Abschnitten ein Überblick über die wichtigen Abschnitte der Immunantwort 
gegeben und der Ablauf und die Funktion des Komplementsystems vertieft. 
 
1.2.1. Die natürlichen Barrieren des Menschen 
Die erste Barriere, die pathogene Mikroorganismen bei ihrer Infektion überwinden 
müssen, sind die natürlichen Barrieren des menschlichen Organismus. Der Mensch 
schützt sich durch Oberflächenepithelien, wie z.B. die Haut und die Oberflächenepithelien 
des Gastrointestinal-, das Respirations- und des Urogenitalsystems, die eine 
mechanische Barriere zwischen Körperinneren und der Außenwelt mit ihren 
Mikroorganismen bilden. Diese Oberflächenepithelien sind durch „tight junctions“ fest 
miteinander verbunden und bilden dadurch einen starken Zell-Zell-Verband. Eine 
Ausscheidung pathogener Mikroorganismen erfolgt durch die Zilienbewegung des 
Flimmerepithels in der Lunge oder die Peristaltik der Hohlorgane, wie z.B. des Darms. 
Diese Oberflächenepithelien sind außerdem in der Lage Substanzen zu produzieren, die 
die chemische Barriere bilden. Dazu gehören anti-bakterielle Enzyme und Proteine, die 
Mikroorganismen in ihrem Wachstum inhibieren oder abtöten. Antibakteriell wirken 
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Enzyme, wie das von dem Speichel oder in Tränenflüssigkeiten sezernierte Lysozym und 
die Phospholipase A. Darmepithelien und Epithelien des Respirations- und 
Urogenitaltraktes sezernieren antibakterielle Peptide, wie das α-Defensin und das β-
Defensin. Cathelicidin ist ein weiteres antibakterielles Protein, das in die Zellwand z.B. 
von Gram-positiven Bakterien eingebaut wird und zum Verlust von Ionen und kleineren 
Molekülen führt. Eine weitere chemische Barriere gegen pathogene Mikroorganismen 
bildet der geringe pH-Wert im Magen und in der vaginalen Schleimhaut. 
Ein weiterer Schutz ist durch die Assoziation der Epithelien mit kommensalen Bakterien, 
die eine normale Flora bilden, vorhanden. Diese kommensalen Bakterien konkurrieren mit 
den pathogenen Mikroorganismen um Nährstoffe und Anheftungsstellen an der 
Zelloberfläche. Jedoch sind diese kommensalen Bakterien empfindlich gegenüber 
Antibiotika, so dass sie durch antibiotikaresistente pathogene Mikroorganismen leicht 
verdrängt werden können. 
 
1.2.2. Das angeborene Immunsystem 
Nach erfolgreichem Überwinden der natürlichen Barrieren erkennt das angeborene 
Immunsystem die pathogenen Mikroorganismen. Das angeborene Immunsystem läuft in 
einer frühen Phase der Infektion ab und greift die Mikroorganismen sehr schnell und 
effektiv an. Neben verschiedenen Immunzellen, wie Leukozyten, Makrophagen und 
neutrophilen Granulozyten, besteht das angeborene Immunsystem aus einer „triggered-
enzyme“-Enzymkaskade, dem Komplementsystem. 
 
1.2.2.1. Das Komplementsystem 
Das Komplementsystem bildet das wichtigste humorale Effektorsystem der angeborenen 
Immunantwort und wird direkt durch pathogene Mikroorganismen oder durch Antigen-
Antikörper-Reaktionen aktiviert. Der Ablauf des Komplementweges führt zu drei 
Ereignissen: (1) die Opsonisierung von Zielzellen durch C3b, C4b und iC3b, (2) die 
Anlockung und Aktivierung von Entzündungszellen durch C3a, C4a und C5a und (3) die 
direkte Lyse von Zielzellen durch Bildung des Terminalen Komplement-Komplex 
(„terminal complement complex“, TCC) [71]. Außerdem findet ein Abtransport von 
Immunkomplexen durch C3b statt [72, 73]. Das Komplementsystem verläuft dabei in drei 
Abschnitten: (1) die Aktivierung, (2) die Bildung der C3-Konvertase und (3) das Formen 
des TCC (Abbildung 4). Das Zusammenspiel von mehr als 40 Komponenten, die im 
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Plasma löslich oder membrangebunden vorkommen, machen das Komplementsystem zu 
einer effektiven Waffe [74, 75]. 
Die Aktivierung des Komplementsystems erfolgt auf drei verschiedenen Wegen: (1) den 
alternativen, (2) den Lektin- und (3) den klassischen Weg. Verschiedene bakterielle 
Bestandteile wie Zymosan (eine Zellwandkomponente von Hefen), Dextran 
(Speicherkohlenhydrate von Hefen und einigen Gram-positiven Bakterien) oder Endotoxin 
(Lipopolysaccharid von Gram-negativen Bakterien) initiieren den alternativen Weg ohne 
die Mitwirkung von Antikörpern. Die Aktivierung erfolgt durch die spontane Hydrolyse von 
C3 und führt zur Bildung von C3(H2O), das von Faktor B gebunden wird. Die 
Plasmaprotease Faktor D erkennt den C3bBb-Komplex und spaltet Faktor B in die 
Bestandteile Ba und Bb. Bb bleibt an C3(H2O) gebunden und bildet das aktive Enzym der 
C3-Konvertase des alternativen Weges. Die Funktion des kleineren Fragments Ba ist 
bisher noch nicht bekannt. Ein weiterer Aktivierungsmodus des Komplementsystems ist 
der Lektin-Weg. Das Mannan-bindende Lektin (MBL), das dem C1q des klassischen 
Weges ähnlich ist, erkennt Mannose und ähnliche Zucker, die auf zahlreichen 
Mikroorganismen zu finden sind. Das MBL reagiert mit bestimmten Zymogen-Proteasen, 
den MBL-assoziierten Serin-Proteasen (MASP-1 und MASP-2). Der dritte Weg der 
Komplementaktivierung ist der klassische Weg. Der klassische Weg wird durch Antigen-
Antikörper-Komplexe initiiert, die z.B. an pathogenen Oberflächen gebunden sind. Das 
C1q-Molekül erkennt die gebundenen Antigen-Antikörper-Komplexe und bildet zusammen 
mit C1r und C1s den C1-Komplex. Die Bindung der MASPs an das MBL bzw. des C1q-
Komplexes an den Antigen-Antikörper-Komplex führt zu einer Konformationsänderung der 
MASPs bzw. des C1-Komplexes und aktiviert die autokatalytisch wirkende enzymatische 
Aktivität von MASP-2 bzw. C1r und C1s zu einer aktiven Serinprotease. Ab dieser Stelle 
laufen der Lektin- und der klassische Weg gemeinsam ab. Diese Serinproteasen spalten 
C4 in C4b und C4a. C4b bindet an die Oberflächen von pathogenen Mikroorganismen 
und bindet C2, ein weiteres Komplementprotein. Das gebundene C2 wird ebenfalls von 
den Serinproteasen gespalten und es entstehen C2b und C2a. C2a bildet zusammen mit 
C4b die C3-Konvertase (C4b2a) des Lektin- und des klassischen Weges. Die kleineren 
Moleküle C4a und C3a sind Peptidentzündungsmediatoren und C2b ist eine Vorstufe des 
vasoaktiven C2-Kinnins. 
Die an Oberflächen gebildete C3-Konvertase wird von Faktor P (Properdin) stabilisiert und 
besitzt bei allen drei Wegen die gleiche enzymatische Aktivität [76]. Die C3-Konvertase 
spaltet C3-Moleküle in die Bestandteile C3b und C3a, wobei ein großer Teil von C3b 
durch Hydrolyse inaktiviert wird. Einige C3b-Moleküle binden jedoch kovalent über ihre 
reaktive Thioestergruppe an die Oberfläche von Körperzellen oder lagern sich in großen 
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Mengen an Oberflächen von pathogenen Mikroorganismen ab [77]. Das entstandene C3b 
besitzt zwei Funktionen: (1) als Opsonin und (2) die Bildung der C5-Konvertase. Opsonine 
erleichtern den Kontakt von Phagozyten an Mikroorganismen. Die auf den 
Mikroorganismen abgelagerten C3b-Moleküle wirken als Opsonin und bilden eine Hülle, 
die von Phagozyten erkannt werden und denen das Signal zur endgültigen Zerstörung der 
pathogenen Mikroorganismen geben. Beim alternativen Weg bindet Faktor B und 
Faktor D an C3b und bildet erneut die C3-Konvertase des alternativen Weges 
(„amplification loop“).  
Die C5-Konvertase entsteht aus der Bindung eines weiteren C3b-Moleküls an die C3-
Konvertase des alternativen bzw. des Lektin- und klassischen Weges. Die Protease Bb 
des alternativen bzw. C2a des Lektin- und des klassischen Weges spaltet C5-Moleküle in 
C5b und C5a. Das C5b-Molekül leitet die Bildung des terminalen TCC ein. C5b reagiert 
dabei mit den Komplementproteinen C6 und C7 und bildet den C5b67-Komplex, der mit 
C8 reagiert. Anschließend bindet C9 und polymerisiert zu einer Pore. Diese Pore ist ein 
Hohlzylinder und ragt nach seiner Bindung an die Lipiddoppelschicht durch die gesamte 
Zellmembran. Durch diese Pore kommt es zu einem Influx von Na+-Ionen in die Zelle und 
letztendlich zu deren Lyse.  
Die beim Ablauf des Komplementsystems entstandenen kleineren Fragmente C4a, C3a 
und C5a sind Peptidentzündungsmediatoren oder auch Anaphylatoxine. Anaphylatoxine 
locken Entzündungszellen wie z.B. Mastzellen, Neutrophile und Makrophagen an and 
regen diese zur Ausschüttung von Mediatoren wie Histamin und TNF-α an. Dabei ist C5a 
gegenüber C3a und C4a ein potenteres Anaphylatoxin und verstärkt zusätzlich die 
Phagozytose von opsonisierten Pathogenen. Die Anaphylatoxine induzieren 
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Abbildung 4: Der Ablauf des Komplementsystems. 
Die Aktivierung des Komplementsystems erfolgt über drei Wege, den alternativen-, den Lektin- und 
den klassischen Weg. Alle drei Wege führen zur Bildung der C3-Konvertase, die im weiteren 
Verlauf mit der Bindung eines weiteren C3b-Moleküls die C5-Konvertase bildet. Das entstandene 
C3b bindet außerdem als Opsonin an pathogene Mikroorganismen und führt zu einer erleichterten 
Phagozytose. Die terminale Reaktion beginnt mit der Bildung des TCC aus den 
Komplementproteinen C5, C6, C7, C8 und C9, der auf der Oberfläche von Mikroorganismen eine 
Pore formt, die zur Lyse der Mikroorganismen führt. Die kleineren Spaltfragmente C3a, C4a und 
C5a wirken als Anaphylatoxine und lösen eine Inflammation aus. C2b ist die Vorstufe des Kinnins 
und die Funktion von Ba ist noch nicht bekannt. 
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1.2.2.2. Die Regulatoren des Komplementsystems 
Das Komplementsystem liegt unter strenger Kontrolle verschiedener Regulatoren, die an 
unterschiedlichen Stellen in das Komplementsystem eingreifen. Eine Störung in der 
Regulation des Komplementsystems führt zu einer körpereigenen Zellzerstörung. Zu den 
Regulatoren zählen die Plasmaproteine C1-Inhibitor, C4-Bindeprotein (C4BP), Faktor H, 
das Faktor H-ähnliche Protein 1 („factor H-like protein-1“, FHL-1), sowie die Faktor H-
verwandten Proteine 1 – 5 („complement factor H-related proteins“, CFHR1 - CFHR5), 
Faktor I, Properdin, Vitronektin und Clusterin. Neben den Flüssigphaseregulatoren gibt es 
membrangebundene Regulatoren wie CR1 (CD35), MCP, DAF, CD59 und HRF.  
In dieser Arbeit wird auf die Regulatoren genauer eingegangen, die für das Verständnis 
dieser Arbeit wichtig sind. Pathogene Mikroorganismen werden vom Komplementsystem 
erkannt, schnell und effektiv abgetötet. Viele Mikroorganismen bedienen sich an den 
menschlichen Komplementregulatoren um sich zu maskieren und dem 
Komplementsystem zu entkommen. Einige Regulatoren die von pathogenen 
Mikroorganismen genutzt werden, werden in den folgenden Abschnitten beschrieben. 
Zu einem der wichtigsten Regulatoren zählt Faktor H [78]. Faktor H ist ein 150 kDa 
großes Glykoprotein, das den alternativen Weg des Komplementsystems reguliert [79]. Im 
menschlichen Plasma liegt Faktor H in einer hohen Konzentration von ca. 500 µg/ml vor. 
Die Struktur von Faktor H ist durch 20 sich wiederholenden identische Einheiten, so 
genannten „short consensus repeats“ (SCR), charakterisiert. Diese SCR bestehen jeweils 
aus 60 Aminosäuren [78]. Faktor H bindet C3b und verhindert somit den Aufbau der C3-
Konvertase im alternativen Weg des Komplementsystems. Dabei agiert Faktor H als 
Kofaktor für die Protease Faktor I, die C3b spaltet und inaktiviert (iC3b). Faktor H wirkt vor 
allem als Regulator in der Flüssigphase, aber auch an Zelloberflächen und unterscheidet 
dabei zwischen eigenen (nicht-aktivierend) und fremden (aktivierend) Oberflächen. 
Faktor H ist Mitglied der Faktor H-Familie, zu der weitere sechs Regulatoren gehören: das 
FHL-1 und die fünf CFHR-Proteine (CFHR1 - CFHR5) (Abbildung 5) [80, 81]. FHL-1, ist 
ein Produkt des alternativen Spleißens des Faktor H-Gens, ist ebenfalls ein Regulator des 
alternativen Komplementweges und vermittelt Kofaktoraktivität für Faktor I. Das 
Glykoprotein FHL-1 besitzt eine Größe von 42 kDa und besteht aus sieben SCR-
Einheiten, die mit den N-Terminus von Faktor H übereinstimmen und zusätzlich vier 
unique Aminosäuren am C-Terminus besitzen. Die CFHR-Proteine besitzen alle SCR-
Einheiten, die strukturelle Ähnlichkeiten zu Faktor H aufweisen. Das CFHR1 ist das am 
besten untersuchte Mitglied der Faktor H-Familie. CFHR1 besitzt fünf SCR-Einheiten, 
wobei die SCR 3-5 eine 99-%ige Sequenzübereinstimmung zu den SCR 18-20 von 
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Faktor H zeigen. CFHR1 bindet, wie Faktor H, an C3b und Heparin und beeinflusst die 
Aktivität der C3- und C5-Konvertase sowie die Bildung des TCC [82]. Die Funktion der 
anderen CFHR-Proteine ist noch nicht vollständig untersucht. Die Nierenkrankheiten 
aHUS (atypisches Hämolytisches Urämisches Syndrom) und MPGN-II 
(Membranoproliferative Glomerulonephritis Typ II) und die Augenerkrankung AMD 
(Altersbedingte Makulardegeneration) sind mit Mutationen im Gen von Faktor H und mit 
dem Verlust von einzelnen CFHR-Proteine verbunden [79]. 
 
 
Abbildung 5: Die Faktor H-Familie.  
Faktor H besteht aus 20 sich wiederholenden SCR-Einheiten. Die Faktor H-Familie besteht aus 
fünf Faktor H-verwandten Glykoproteinen (CFHR) und einem Faktor H-ähnlichen Protein (FHL-1). 
Alle besitzen homologe SCR-Einheiten zu Faktor H. Das FHL-1 besitzt zusätzlich vier unique 
Aminosäuren (schwarz). Die SCR-Einheiten in Gelb sind für die Regulation verantwortlich und die 
SCR-Einheiten in Violett vermitteln die Bindung an Oberflächen (Abbildung verändert nach [79]). 
 
Das C4BP ist ein großes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 570 kDa. Das 
Protein ist ein Regulator des klassischen und des Lektin-Weges. Wie Faktor H inhibiert es 
die Bildung der C3-Konvertase und agiert als Kofaktor für Faktor I für die proteolytische 
Spaltung von C4b. C4BP besitzt sieben identische α-Ketten und eine β-Kette, die aus 
acht bzw. drei sich wiederholenden SCR-Einheiten bestehen (Abbildung 6) [83]. 
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Abbildung 6: Die Struktur des Komplementregulators C4BP.  
Das Glykoprotein C4BP besteht aus sieben α-Ketten und einer β-Kette mit acht bzw. drei sich 
wiederholenden SCR-Einheiten (Blau). 
 
Vitronektin ist ein multifunktionales Glykoprotein, das neben Fibrinogen ein Bestandteil 
der EZM ist. Als Regulator des Terminalen Komplementweges verhindert Vitronektin die 
Bildung des TCC. Vitronektin wird als einzelkettiges Protein synthetisiert und existiert im 
Plasma in drei Formen: als einzelkettiges Molekül mit einem molekularen Gewicht von 
75 kDa sowie als zwei verkürzte Formen mit jeweils einer Größe von 65 und 10 kDa. Die 
Bindung von Vitronektin an den C5b-7-Komplex verhindert die Insertion des Komplexes in 
die Zellmembran und schützt außerdem die pathogenen Mikroorganismen vor der 
Zelllyse. Der Komplex bindet weiterhin C8 und C9, aber verhindert die Polymerisation von 
C9 und damit die lytische Funktion des TCC [84]. 
 
1.2.2.3. Die Zellen des angeborenen Immunsystems 
Die Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen die Aufgabe pathogene 
Mikroorganismen abzuwehren, die das Komplementsystem umgehen konnten. Vor allem 
Makrophagen und neutrophile Granulozyten greifen dabei auf verschiedenen Wegen die 
Mikroorganismen an und töten diese ab. Makrophagen und neutrophile Granulozyten 
phagozytieren die Mikroorganismen und attackieren diese intrazellulär mit antimikrobiellen 
Substanzen. Außerdem sezernieren die Zellen anti-mikrobielle Substanzen in den 
extrazellulären Raum und greifen dort die pathogenen Mikroorganismen an. Die Zellen 
produzieren zudem Entzündungsmediatoren, die chemotaktisch andere Abwehrzellen 
anlocken und sezernieren Zytokine, die die Zellen der spezifischen (adaptiven) 
Immunreaktion alarmieren bzw. in einen aktiven Zustand versetzen und somit eine 
spezifische Immunreaktion auslösen. 
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1.2.2.4. Die Phagozytose und die Zytokine 
Makrophagen erkennen über spezifische Rezeptoren pathogene Mikroorganismen, die sie 
anschließend phagozytieren und intrazellulär über das Phagosomen abtöten. 
Verschiedenen Rezeptoren (PRRs) auf der Oberfläche von Makrophagen erkennen 
bakterienspezifische Moleküle (MAMPs) wie das Lipopolysaccharid (LPS) und die 
Lipoteichonsäure (LTA). Dazu gehören der LPS-Rezeptor (auch „cluster of differentation“ 
genannt, CD14) und der Toll-like Rezeptor 4 (TLR4), die das LPS von Gram-negativen 
Bakterien erkennen. Der TLR2 erkennt dagegen das LTA Gram-positiver Bakterien. Des 
Weiteren gehören die Scavenger- Mannose und Glucan-Rezeptoren dazu, die an viele 
Zelloberflächenstrukturen binden. Durch Phagozytose nehmen die Zellen die 
Mikroorganismen in das Innere auf und schließen sie in einem Phagosom ein. Das 
Phagosom fusioniert mit dem Lysosom und das Innere wird durch Enzyme und reaktive 
Sauerstoff- und Stickstoff-Metabolite („reactive oxygen species“, ROS) angesäuert, was 
zur Verdauung und somit zum Auflösen der Mikroorganismen führt. Des Weiteren kommt 
es zur Ausschüttung von Zytokinen und Chemokinen, sowie zur Aktivierung von 
Neutrophilen, die an den Ort der Infektion einwandern. 
Die Makrophagen präsentieren Peptidfragmente der verdauten Mikroorganismen über 
„major histocompatibility complex“ (MHC)-Moleküle. Dabei sind zwei Klassen zu 
unterscheiden: MHC-Klasse I und MHC-Klasse II. Über den Prozess der Exozytose 
werden Bruchstücke, der im Phogosom verdauten Mikroorganismen, über den Golgi-
Apparat an die Oberfläche transportiert und den T-Zellen präsentiert. CD8+-Zellen 
erkennen das MHC-Klasse I-Molekül und CD4+-Zellen das MHC-Klasse II-Molekül. Die 
Bindung führt zu einer Aktivierung der Zellen (Abschnitt 1.2.3.1.). Aufgrund der 
Eigenschaft, Antigene an ihrer Oberfläche zu präsentieren, nennt man die Makrophagen 
auch Antigenpräsentierende Zellen (APZ). Auch B-Zellen (Abschnitt 1.2.3.2.) und 
dentritische Zellenbesitzen die Eigenschaften von APZ. 
Zytokine sind antigenunspezifische kleine Proteine, die verschiedene Zellen freisetzen 
und das Verhalten anderer beeinflussen bzw. auf sich selber wirken. Sie besitzen jedoch 
eine Funktionsspezifität und rufen entweder eine Zellteilung der Zielzelle 
(Wachstumsfaktor) hervor oder lösen eine bestimmte Funktion aus. 
Das Interleukin-1 (IL-1) und der Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-α) sind für das 
angeborene Immunsystem von besonderer Bedeutung. Das entzündungsmediatorische 
IL-1 wird von Makrophagen produziert und wirkt auf Endothelzellen. TNF-α ist ein weiterer 
Entzündungmediator, das von Makrophagen freigesetzt wird und auf diese aktivierend 
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wirkt. Für die Makrophagenaktivierung sind außerdem IL-12, IL-18 und das Interferon 
gamma (INF-γ) von großer Bedeutung.  
 
1.2.3. Das erworbene (adaptive) Immunsystem 
Der menschliche Körper entwickelt gegenüber Infektionen durch eine spezifische 
Reaktion auf pathogene Mikroorganismen eine lebenslange Anpassung und bildet ein 
immunologisches Gedächtnis. Diese spezifische Immunantwort wird zum einen durch 
Antikörper erzeugt, die gegen ein bestimmtes Pathogen bzw. gegen ein pathogen 
spezifisches Antigen gerichtet sind. Zum anderen präsentieren APZ Bruchstücke der 
Mikroorganismen, die aktivierend auf Effektorzellen wirken. Außerdem sezernieren APZ 
Zytokine oder Chemokine und locken Zellen an, die eine spezifische Immunantwort 
hervorrufen. Dabei sind verschiedene immunologische Zelltypen beteiligt, wie 
Makrophagen, dendritische, neutrophile, eosinophile und basophile Zellen, Mastzellen, 
Lymphozyten und Natürliche Killerzellen (NK-Zellen).  
In dieser Arbeit wird nur auf die Lymphozyten genauer eingegangen. Die Lymphozyten 
sind in zwei Gruppen: T-Lymphozyten (T-Zellen) und B-Lymphozyten (B-Zellen), die 
separat betrachtet werden. 
 
1.2.3.1. Die T-Lymphozyten 
Die T-Lymphozyten (T-Zellen) stammen aus dem Knochenmark und reifen im Thymus, 
wo sie noch keine funktionale Aktivität besitzen. Reife T-Zellen zeichnen sich durch das 
Vorhandensein des membranständigen CD3-Moleküls aus. Das CD3-Molekül erkennt 
keine Antigene, sondern ist für die intrazelluläre Signaltransduktion zuständig. Für die 
Antigenerkennung produzieren T-Lymphozyten an ihrer Oberfläche einen 
antigenspezifischen membranständigen Rezeptor, den T-Zell-Rezeptor (TZR). Nur das 
Zusammenwirken des CD3-Moleküls und des TZR leitet eine Immunreaktion ein. 
Aufgrund weiterer Oberflächenmoleküle werden die T-Zellen in zwei Populationen 
unterteilt: die CD4+- (T-Helferzellen, TH) und die CD8+-Zellen (zytotoxische T-Zellen).  
Die Aktivierung der CD4+-Zellen führt zu zwei verschiedenen T-Helferzellen und wird 
durch die Interleukine IL-12 (Aktivierung zu TH1) und IL-4 (Aktivierung zu TH2) vermittelt. 
Die T-Helferzellen unterscheiden sich in ihren Rezeptoren und ihrer Zytokinproduktion. 
Die TH1 sind für die Reifung zytotoxischer T-Zellen durch die Expression von IL-2 und für 
die Aktivierung von Makrophagen durch INF-γ verantwortlich. TH2 induziert die 
Differenzierung von B-Zellen. Der TZR der CD4+-Zellen erkennt Epitope, die von APZs 
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über MHC-Klasse II-Moleküle präsentiert werden. Neben der Antigenerkennung kommt es 
zusätzlich zur Kostimulation durch weitere Moleküle. Die CD4+-Zellen exprimieren das 
kostimulatorische Molekül CD28, der mit den Liganden CD80/CD86 auf APZ interagiert. 
Die regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) sind eine besondere Population der CD4
+-Zellen 
und unterdrücken die Funktion anderer T-Zellen. Die Treg-Zellen sind durch das CD25-
Molekül, der α-Kette des IL-2-Rezeptors und den Transkriptionsfaktor Foxp3, welches die 
Suppressor-Funktion ausübt, charakterisiert. 
CD8+-Zellen werden wie die CD4+-Zellen durch zwei Signale aktiviert. Über den TZR 
erkennen sie Epitope von Antigenen, die über MHC-Klasse I-Moleküle präsentiert werden. 
Zusätzlich besitzen sie den CD28-Rezeptor, der das CD80/CD86-Molekül auf der 
gleichen APZ erkennt. Die CD8+-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen, die direkt 
die Zielzellen durch Apoptose lysieren. Die Apoptose kann dabei durch zwei Signale 
induziert werden: die Granzym- oder Fas-FasLigand- (CD95/CD95L)- vermittelte 
Apoptose. 
 
1.2.3.2. Die B-Lymphozyten 
B-Lymphozyten (B-Zellen) produzieren Immunglobuline (Ig) und tragen somit zur 
humoralen Immunität bei. Die B-Zelle entwickelt sich unspezifisch als Vorläuferzelle im 
Knochenmark. Die B-Zellen exprimieren an ihrer Oberfläche B-Zellrezeptoren (BZR), die 
freie Antigene erkennen. Die Antigenerkennung findet ohne MHC-Moleküle statt. Kommt 
es zum Zusammentreffen der ruhenden B-Zelle mit einem Antigen wie z.B. mit dem 
Zuckermolekül LPS, werden diese zur Produktion von Ig angeregt. Dabei differenziert ein 
ruhender B-Lymphozyt zu einer Plasmazelle und sezerniert zunächst Ig der Klasse IgM. 
Die B-Zelle ändert ihre Reaktion, wenn es neben dem Antigenkontakt zum Kontakt mit 
spezialisierten T-Zellen (CD4+-Zellen) kommt. Der Kontakt wird durch den TZR vermittelt 
und dem CD40L-Molekül, der das CD40-Molekül auf der B-Zelle erkennt. Durch die 
zusätzliche Ausschüttung von Signalstoffen wie z.B. IL-2 und IL-4 durch die TH-Zellen, 
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1.2.4. Das Zusammenspiel zwischen Komplement- und Blut-
gerinnungssystem 
Verschiedene Forschungsarbeiten postulierten in den letzten Jahrzehnten, dass das 
Komplementsystem mit anderen Enzymkaskaden verknüpft ist. Dazu gehört das 
Blutgerinnungssystem, das Fibrinolytische System sowie das Kinin-System [85]. Die 
Ursache dafür liegt zum einen in der molekularen Evolution der Blutkaskadensysteme. 
Das Blutgerinnungssystem und das Komplementsystem stammen von einem 
gemeinsamen Abwehrsystem ab [86]. Das Zusammenspiel beider wichtigen Prozesse ist 
in einigen Arbeiten untersucht und veranschaulicht. 
Thrombin ist das Schlüsselenzym des Blutgerinnungssystems und aktiviert direkt die 
Komplementproteine C3 und C5. Thrombin spaltet C3 und C5. Die dabei entstehenden 
Anaphylatoxine C3a und C5a sind chemotaktisch aktiv [87]. In einem C3-defizienten 
Serum wird durch Zugabe von Thrombin die C5-Konvertase gebildet. Es entsteht C5a und 
es kommt zur Bildung des TCC. Der Gerinnungsfaktor XIIa und Plasmin aktivieren C1q 
und leiten somit den klassische Weg ein [88, 89]. Im Gegenzug reguliert der C1-Inhibitor 
die Blutgerinnung und inhibiert Kallikrein und Faktor XIIa, Komponenten der 
Gerinnungskaskade [88].  
Im Jahr 1953 ist erstmalig ein Zusammenhang der Serinprotease Plasmin mit dem 
Gerinnungssystem beschrieben. Plasminogen wird mit SK zu Plasmin aktiviert und 
Plasmin spaltet die Komplementproteine C1, C2, C3 und C4, was zu einer Inaktivierung 
des Komplementsystems führt [90]. Das C3 Spaltprodukt C3a ist biologisch aktiv und wirkt 
chemotaktisch [91]. Plasminogen bindet das C3-Aktivierungsfragment C3b sowie C5. 
Plasminogen wird durch den menschlichen Aktivator uPa zu Plasmin aktiviert und Plasmin 
spaltet das gebundene C3b sowie C5 in inaktive Fragmente. Damit besitzt Plasmin zwei 
Funktionen: (1) Aktivierung und (2) Inhibierung des Komplementsystems [Manuskript 3] 
[92]. Plasminogen bindet außerdem die terminalen Komplementproteine C7 und C9 und 
Plasmin beeinflusst die Stabilität des C567-Komplexes [91]. 
Zwischen dem Komplementsystem und der Fibrinolyse sind weitere Interaktionen 
bekannt. Die Stimulierung von Mastzellen mit C5a führt zur Ausschüttung des 
Plasminogenaktivator-Inhibitors PAI-1 [93]. Kallikrein spaltet Faktor B in Bb und Ba, wobei 
Bb anschließend das Plasminogen aktiviert [94]. In Polymorphkernigen Neutrophilen ist 
CR3, der Rezeptor für iC3b, physikalisch an den Urokinaserezeptor gekoppelt [95]. In der 
Literatur wird bereits die Aktivierung des Komplementsystems durch das 
Blutgerinnungssystem als vierter Weg postuliert (Abbildung 7) [87, 96]. 
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Abbildung 7: Die Aktivierung des Komplementsystems kann über einen vierten Weg 
erfolgen.  
Das Blutgerinnungssystem steht in direkter Verbindung zum Komplementsystem. Thrombin 
aktiviert Fibrinogen zu Fibrin, das mit Bluttplättchen Fibringerinnsel ausbildet. Im Gegenzug löst 
Plasmin die gebildeten Fibrinvernetzungen wieder auf. Zudem wird das Komplementsystem durch 
die Schlüsselenzyme der Blutgerinnung und der Fibrinolyse, Thrombin und Plasmin, aktiviert. Die 
beiden Enzyme spalten die zentralen Komplementproteine C3 und C5 in C3b und C5b, die im 
weiteren Verlauf der Kaskade den terminalen Komplementkomplex bilden (TCC). Die kleineren 
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1.3. Die Immunevasion von pathogenen Mikroorganismen 
In der vorliegenden Arbeit werden gezielt die Strategien der Immunevasion der Gram-
negativen Bakterien Haemophilus influenzae und Borrelia burgdorferi untersucht. Gram-
negative Bakterien unterscheiden sich von Gram-positiven Bakterien vor allem in ihrem 
Aufbau der Zellwand. Die Zellwand der Gram-negativen Bakterien besteht aus einer 
einschichtigen Peptidoglykanschicht, eine dünne Mureinschicht und dem 
Hauptmembranbestandteil LPS. Dagegen besteht die Zellwand Gram-positiver Bakterien 
aus einer mehrschichtigen Peptidoglykanschicht, einer dicken Mureinschicht und den 
Membranbestandteile Lipo- und Peptidoteichonsäure. Die Gram-negativen Bakterien 
H. influenzae und B. burgdorferi sind pathogene Mikroorganismen, bei denen immer 
häufiger Antibiotika-Resistenzen auftreten. Ich habe mir die Aufgabe gestellt, ein neues 
Angriffsziel zur Entwicklung neuer Therapeutika zu identifizieren. 
 
1.3.1. Haemophilus influenzae 
1.3.1.1. Die Taxonomie 
Haemophilus gehört zu der Familie der Pasteurellaceae. Die Familie der Pasteurellaceae 
umfasst unbewegliche Gram-negative Stäbchen oder Kokken, die Oxidase- und Katalase-
positiv sind, keine Sporen bilden und unter fakultativen anaeroben Bedingungen leben 
(Abbildung 8) [97]. Die Pasteurellaceae gewinnen Energie durch Fermentation unter 
anaeroben Bedingungen oder über den Atmungsprozess unter aeroben Bedingungen. 
H. influenzae ist erstmalig im Jahr 1892 von Robert Pfeiffer in der Literatur beschrieben 
[98]. Der Name wurde aufgrund der Zugehörigkeit zum Influenza-Erreger vergeben, da 
erst im Jahr 1933 Wilson Smith zeigte, dass die Influenza durch einen Virus verursacht 
wird [99]. Der Name Haemophilus kommt aus dem griechischen von haima (Blut) und 
philos (Liebhaber) und weist auf dessen Vorliebe für Blutkomponenten hin. Diese 
Bakterienart besitzt Auxotrophien für die Wachstumsfaktoren Faktor X (prostehtische 
Gruppe Häm) und Faktor V (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat, NADP bzw. 
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid, NAD). H. influenzae wird auf Kochblut- („Schokoladen“-) 
Agar, der mit Faktor X und mit Faktor V angereichert ist, kultiviert. Die optimalen 
Wachstumsbedingungen liegen bei 5 – 10 % CO2 und einer Temperatur von 35 - 37°C 
[100]. 
Der Gattung Haemophilus gehören insgesamt 15 Spezies an, wobei elf im Menschen 
vorkommen. Neben H. influenzae sind H. haemolyticus, H. parainfluenzae, 
H. parahaemolyticus, H. ducreyi, H. aphrophilus, H. paraphrophilus und H. segnis die 
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bekanntesten Vertreter der Gattung Haemophilus [101]. Die Biotypisierung von 
Haemophilus erfolgt anhand von Lipooligosaccharid- und stammspezifischen 
Außenmembranprotein-Profilen [102, 103]. Außerdem unterscheidet man bekapselte von 
unbekapselten oder nicht-typisierbaren H. influenzae Unterarten (NTHi). Die bekapselten 
Formen unterteilt man wiederum in sechs Serotypen (a bis f), wobei der H. influenzae 
Serotyp b (Hib) zu den bedeutendsten Erregern gehört. 
 
 
Abbildung 8: Rasterelektronisch-mikroskopische Aufnahme von H. influenzae.  
Die stäbchenförmigen Bakterien adhärieren an Zellen der respiratorischen Mucosa. (Quelle der 
Abbildung: www.sciencephoto.com). 
 
1.3.1.2. Die Pathogenese von H. influenzae 
Bekapselte und unbekapselte Stämme von H. influenzae befinden sich vorwiegend auf 
der respiratorischen Mucosa von klinisch gesunden Trägern (bis zu 80 %). Die 
Übertragung erfolgt über Tröpfchen oder direkten Kontakt mit Trägern. H. influenzae ist 
ein kommensales Bakterium, d. h. es führt nicht dringend zum Krankheitsbild. Bei 
Ausbruch der Krankheit, beobachtet man zwei Erkrankungsformen: Oberflächen-
infektionen und invasive systemische Erkrankungen. Kinder unter 10 Jahren sind dabei 
besonders betroffen. Der bekapselte Hib ist der Hauptverursacher von Pneumonie bei 
Kindern und ist für die Entstehung von eitriger Meningitis, Sepsis, Pneumonie und akuter 
Epiglottitis verantwortlich. Unbekapselte Stämme verursachen nicht-invasive Infektionen 
wie Otitis Media, Sinusitis und Bronchitis. NTHi lösen Oberflächeninfektionen aus und 
führen zu Otitis Media, Sinusitis, Epiglottitis, Pneumonie und Bakterämie, sowie zu einer 
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung [104]. NTHi ist nach S. pneumoniae der 
Hauptverursacher von Otitis Media bei Neugeborenen und Kindern [105]. 
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1.3.1.3. Die Pathogenitätsfaktoren von H. influenzae 
Eine erfolgreiche Infektion durch pathogene Mikroorganismen verläuft in vier klassischen 
Phasen: (1) Etablierung, (2) Adhäsion und Kolonisation, (3) Invasion und (4) Schädigung 
des Zielgewebes. Dabei verleihen verschiedene Virulenzfaktoren den pathogenen 
Mikroorganismen die Eigenschaft eine Infektion auszulösen. Die meisten bisher 
charakterisierten Virulenzfaktoren sind Zelloberflächenkomponente und zytosolische 
Proteine, die einen Schutz vor der menschlichen Immunabwehr z.B. durch Resistenz 
gegen Phagozytose vermitteln, bei der Adhäsion und Invasion von menschlichen 
Epithelzellen eine Rolle spielen, und entzündliche Reaktionen hervorrufen.  
Die Überwindung der natürlichen Barrieren des menschlichen Organismus ist der 
Ausgangspunkt einer erfolgreichen Infektion durch pathogene Mikroorganismen. Eine 
Infektion von H. influenzae verläuft in den beschriebenen vier Phasen (Abbildung 9). 
Nach der Überwindung der natürlichen Barrieren etablieren sich die Bakterien und 
umgehen die angeborene Immunantwort. H. influenzae besitzt verschiedene Strategien 
das Immunsystem zu entkommen. Die Polysaccharidkapsel ist dabei der wichtigste 
Virulenzfaktor. Diese Kapsel ist ein dichtes Netzwerk aus sich wiederholenden Polyribose-
Ribotol-Phosphat-(PRP)-Einheiten, die die gesamte Oberfläche von H. influenzae 
bedecken. Dabei wirkt sie antiphagozytotisch und führt zu einer höheren 
Blutserumresistenz [106]. Zum weiteren Schutz vor dem Immunsystem produzieren die 
bekapselten Haemophilus-Stämme IgA1-Proteasen. Das Immunglobulin IgA ist der 
vorherrschende Antikörpertyp auf der Mucosa und dient dazu, die Adhäsion von 
Mikroorganismen zu verhindern und die Phagoyztose zu unterstützen. Die von 
Haemophilus produzierten IgA-Proteasen spalten die IgA-Antikörper in der „hinge region“ 
und führen zur Trennung des Fab- und eines Fc-Fragmentes des IgAs [107]. Außerdem 
bindet H. influenzae Komplementregulatoren wie Faktor H, FHL-1, Vitronektin und 
Plasminogen. Die gebundenen Komplementregulatoren sind funktionell und vermitteln 
den Bakterien eine Strategie zur Abwehr des Komplementsystems [108-110]. Das Protein 
Protein E (PE) bindet die Komplementregulatoren Plasminogen und Vitronektin (Abschnitt 
1.3.1.6.). Das gebundene Plasminogen wird durch menschliche Aktivatoren zu Plasmin 
aktiviert, was zu einer Spaltung der Komplementproteine C3b und C5 führt und somit die 
Komplementkaskade inhibiert [Manuskript 1 und 3]. Die Rezeptoren für Faktor H und 
FHL-1 sind nicht bekannt. 
Nach einer erfolgreichen Etablierung heftet sich H. influenzae am Zielgewebe an und 
persistiert auf der respiratorischen Mucosa. Dafür sind spezifische Wechselwirkungen 
zwischen Adhäsinen der Bakterien und Rezeptoren auf den Wirtzellen nötig. Adhäsine 
sind Proteine, die eine Anheftung bzw. Adhäsion vermitteln. Zu den Adhäsinen von 
Einleitung 
- 33 - 
H. influenzae gehören Fimbrien (Pili), die eine helikale Struktur mit einer Länge von bis zu 
405 nm besitzen und den Bakterien die Adhäsion an den oberen respiratorischen Trakt 
und bronchialen Zellen ermöglichen. Bei unbekapselten Stämmen sind Fimbrien 
durchweg an der Oberfläche zu finden, aber nur wenige NTHi-Stämme exprimieren 
Fimbrien, die eine Bindung von NTHi an Erythrozyten und an den respiratorischen Trakt 
vermitteln [111]. Fimbrien, die von Hib exprimiert werden, interagieren mit EZM-Proteinen, 
wie Fibronektin. Nach der Kolonisierung von H. influenzae geht die Expression von 
Fimbrien verloren [112]. 
Weitere für die Kolonisierung benötigte Adhäsine, wie die hochmolekularen 
Rezeptorproteine 1 und 2 („high molecular weight protein“, HMW1/2) sind in der 
Außenmembran von H. influenzae verankert. Diese Rezeptorproteine binden an 
pharyngale Zellen und an Makrophagen. Dabei zeigt HMW1 eine höhere 
Bindungsspezifität für pharyngale Zellen, während HMW2 mit höherer Affinität an Zellen 
des Genitaltraktes adhäriert [113]. Beide Proteine sind Mitglieder der 
Autotransporterfamilie [114].  
Das Hauptadhäsin von Hib ist das 245 kDa große „Haemophilus surface fibril“ Protein 
(Hsf), dessen Gen hoch konserviert in H. influenzae vorliegt. Es besitzt drei homologe 
Domänen mit einer hohen Sequenzhomologie und zeigt eine kurze, dünne fibrilenartige 
Struktur an der Oberfläche von H. influenzae und vermittelt die Adhärenz an Epithelzellen. 
Hsf ist ebenfalls ein Autotransporter, der sekretiert wird und zudem gebunden an der 
Oberfläche von H. influenzae zu finden ist [115]. Das „H. influenzae adhesin“ (Hia) ist ein 
Homolog zum Hsf und ist in ca. 25 % in unbekapselten Stämmen vorhanden [116]. Hsf 
und Hia sind Liganden für den gleichen Rezeptor an Epithelzellen. Auch Hia gehört zu der 
Autotransporter-Familie, jedoch wird Hia nicht am C-Terminus gespalten und ist somit nur 
Zell-assoziiert [117]. Das Adhäsin Hap („Haemophilus adhesion and penetration protein“) 
wird von NTHi und Hib exprimiert und ist ein weiteres 155 kDa großes 
Autotransporterprotein mit einer Homologie zur IgA-Protease [118]. Hap vermittelt die 
Adhäsion durch die Bindung an EZM-Proteinen [119]. Das Protein PE vermittelt ebenfalls 
die Adhäsion zur respiratorischen Mucosa (Abschnitt 1.3.1.6.). 
Nach der Adhäsion und Kolonisierung dringen die Bakterien in das Gewebe ein, wozu sie 
Invasine benötigen. Invasine sind Proteine, die eine Anheftung und das Eindringen von 
Mikroorganismen in das Zielgewebe vermitteln. Die äußere Membran von Gram-
negativen Bakterien ist mit eingelagerten LPS assoziiert. Das LPS besteht aus einem 
toxischen Lipid A, einem Kern-Oligosaccharid und einem variablen Polysaccharidanteil, 
dem O-Antigen. 
Einleitung 
- 34 - 
 
Abbildung 9: Die Infektion von H. influenzae verläuft in vier klassischen Phasen.  
Nach der Übertragung von H. influenzae etablieren sich die Bakterien im menschlichen 
Organismus und umgehen das Immunsystem. Die Bakterien schützen sich durch eine 
Polysaccharid-Kapsel und sezernieren IgA-Proteasen, die Antikörper degradieren. Sie rekrutieren 
Komplementregulatoren, wie Faktor H, FHL-1, Vitronektin und Plasminogen an ihrer Oberfläche 
und regulieren das Komplementsystem. Gleichzeitig adhärieren die Bakterien an den Zellen der 
respiratorischen Mucosa über Fimbrien und über Adhäsionsproteine, wie PE, HMW1/2, Hsf, Hia, 
und Hap. Anschließend dringen sie in das Gewebe ein, wobei die Bakterien durch die Bindung von 
Plasminogen, das durch uPa zu Plasmin aktiviert wurde, Proteine der EZM degradieren. Außerdem 
löst die Freisetzung des Endotoxins Lipid A eine Entzündungsreaktion aus, die Zellen zerstören. 
Über die Blutbahn gelangen sie zum Zielort, wo sie den menschlichen Organismus schädigen. 
 
Im Gegensatz zum LPS der Gram-negativen Bakterien produziert H. influenzae das 
Lipooligosaccharid (LOS), welches nur kurze O-Seitenketten besitzt [120]. Das LOS ist in 
seiner Zusammensetzung hoch variabel und wird durch Umwelteinflüsse reguliert [121]. 
Das Lipid A des freien LOS bindet an CD14 und TRL-4 von Makrophagen und B-Zellen, 
die dadurch zur Produktion von Akuten-Phase-Zytokinen, wie IL-1, TNF-α, IL-6 und 
Protaglandine stimuliert werden. Dies führt zu Entzündungsreaktionen und die Zellen 
verlieren ihre Stabilität, sodass die Bakterien weiter in das Gewebe eindringen. Die 
Bakterien entlassen das LOS in die Umgebung, wo es effektiver ist als im 
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membrangebundenen Zustand. Das LOS spielt somit eine große Rolle bei der 
Pathogenität und ist damit das Hauptimmunogen von NTHi bei Otitis Media [122]. 
Die Außenmembran von H. influenzae besteht weiterhin aus sechs Hauptproteinen, P1 
bis P6. P2 ist hoch variabel in seiner Struktur und schützt die Bakterien vor der Erkennung 
durch Antikörper. P2 ist zudem ein Porin und spielt eine wichtige Rolle bei der Infektion. 
P5 ist ebenfalls ein wichtiges Außenmembranprotein und gilt als Adhäsin. Ein weiterer 
wichtiger Bestandteil der Membran ist das Protein D und wird im Abschnitt 1.3.1.4. 
genauer beschrieben. 
H. influenzae gibt während des Wachstums „outer membrane vesicles“ (OMVs) in die 
Umgebung ab. Auch bei anderen Gram-negativen Bakterien, wie Proteus mirabilis, 
N. gonorrhoeae, P. aeruginosa und Moraxella catarrhalis beobachtet man dieses 
Phänomen. Im Periplasma dieser OMVs sind Proteine der Äußere Membran, Porine, 
Rezeptoren und LPS. Diese Proteine sind biologisch aktiv [123-125]. 
 
1.3.1.4. Die Vakzine gegen H. influenzae 
In Jahr 2006 starben weltweit zwei Millionen Kinder an Pneumonie, darunter sind 1/5 
unter fünf Jahre. In den 70igern führte man den ersten Impfstoff gegen Hib ein, der gegen 
das Kapsel-Polysaccharid (PRP der Äußeren Membran) gerichtet ist. Später in den 
80igern entwickelte man einen weiteren Impfstoff gegen Hib, ein Konjugat-Vakzin gegen 
das PRP gekoppelt an ein Carrierprotein. Diese erzielen eine verstärkte Immunantwort. 
Das erste Konjugat-Vakzin ist eine Konjugation aus PRP und dem Diphteritoxin (PRP-D). 
Es folgten drei weitere Konjugat-Vakzine, wobei das Carrierprotein entweder aus einem 
mutierten Diphteritoxin (PRP-CRM197), aus einem Meningokokken „outer membrane 
protein“ (PRP-OMP) oder aus einem Tetanustoxin (PRP-T) bestand [126]. Bisher ist 
gegen den nicht-typisierbaren H. influenzae Stamm kein Impfstoff gefunden. 
Das Lipoprotein Protein D (PD) gilt als Kandidat für eine Immunisierung gegen NTHi. Das 
42 kDa große PD ist ein hoch konserviertes Oberflächenprotein im bekapselten sowie im 
unbekapselten Typ von H. influenzae. Die Sequenz von PD besitzt eine Homologie von 
ca. >97 % auf Nuklotid- und Aminosäure-Ebene [127]. Diese Aspekte machen PD zu 
einem attraktiven Vakzinkandidaten. Versuche an Chinchillas zeigten, dass PD als 
erfolgsversprechendes Vakzin gilt, da die Tiere nach der Immunisierung vor einer akuten 
Otitis Media geschützt waren [128]. Der Einsatz eines PD-Konjugates mit pneumokokken 
Kaspelpolysaccharid in einer stichprobenartigen Doppel-Blindstudie zeigte ebenfalls einen 
potentiellen Schutz bei Kindern gegen eine akute Otitis Media, verursacht von 
Pneumokokken bzw. H. influenzae [129]. Auch bei weiteren Tierversuchen z.B. mit Ratten 
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beobachte man zum einen eine bessere Überlebensrate und zum anderen eine 
gesteigerte Beseitigung von NTHi in der Lunge [130, 131]. 
 
1.3.1.5. Die Antibiotikaresistenzen von H. influenzae 
Das Auftreten von Antibiotikaresistenzen von H. influenzae hat in den letzten Jahrzehnten 
stetig zugenommen und zeigt enorme geographische Unterschiede. In der 
Bundesrepublik Deutschland beobachtet man bei ca. 5 % der Isolate Resistenzen gegen 
Ampicillin. Für H. influenzae sind verschiedene Resistenzmechanismen bekannt und 
untersucht: (1) die Produktion von β-Lactamasen zur Inaktivierung der β-Lactam-
Antibiotika, (2) die Modifikation von Penicillinbindeproteinen (PBP) mit geringer Affinität für 
β-Lactam-Antibiotika und (3) das Fehlen des Außenmembranproteins für die Aufnahme 
von β-Lactam-Antibiotika.  
Zu den β-Lactam-Antibiotika (β-Lactame) gehören die Antibiotika Ampicillin und Amoxillin, 
die bei der Behandlung gegen H. influenzae eingesetzt werden. Die β-Lactame werden in 
vier Wirkstoffklassen eingeteilt: Penizilline, Cephalosporine, Monobactame und 
Carbapeneme. Sie wirken im Extrazellularraum und beeinträchtigen die Zellwandsynthese 
von Bakterien indem sie die Mureinsynthase inhibieren. Die Mureinsynthase, auch PBP 
genannt, sitzt an der Oberfläche der Zytoplasmamembran von Bakterien und vernetzt als 
Transpeptidase die Glykanstränge durch Peptidbrücken zu Peptidoglykanen (Murein). Die 
PBP besitzen einen β-Lactam-Ring, der von den β-Lactamen erkannt wird und somit die 
Aktivität der PBP blockiert. H. influenzae reichern den periplasmatischen Raum mit β-
Lactamasen an, die den β-Lactam-Ring der β-Lactame spalten und somit die Aktivität der 
β-Lactame inhibieren. H. influenzae besitzt zwei Gene für die β-Lactamase: blaTEM (TEM-
Typ β-Lactamase) und blaROB-1 (ROB-1 β-Lactamase). Beide sind Plasmid-Vermittelte 
Enzyme. Durch die Zunahme der β-Lactame-Resistenz der wird der Einsatz von 
3. Generations-Cephalosporinen notwendig [132]. 
Ein weiterer Resistenzmechanismus ist die Modifikation der PBP. H. influenzae besitzt 
insgesamt acht PBP (PBP1 – 8), die durch einzelne Aminosäuren-Substitutionen ihre 
Affinität zu β-Lactamen verlieren. Der dritte Resistenzmechanismus ist das Fehlen der 
AcrAB-Efflux-Pumpe. Diese Efflux-Pumpe vermittelt die Aufnahme von Carbapenemen, 
aber auch von Macroliden. Durch eine Repression der Expression der AcrAB-Efflux-
Pumpe ist die Aufnahme der Antibiotika vermindert [132]. 
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1.3.1.6. Das Adhäsionsprotein Protein E (PE)  
Das Protein Protein E (PE) ist ein Oberflächenprotein mit einer molekularen Masse von 
16 kDa, das konstitutiv an der Oberfläche von NTHi exprimiert wird [133]. Das pe Gen 
liegt hoch konserviert im Genom der Familie der Pasteurellaceae vor. PE ist ein 
Adhäsionsprotein und vermittelt die Anheftung von H. influenzae an die Epithelzellen der 
respiratorischen Mucosa (Abbildung 9). Eine pe-defiziente NTHi-Mutante zeigt im 
Vergleich zum Wildtyp eine reduzierte Adhärenz zu Epithelzelllinien. Auch ein PE-
exprimierender E. coli-Stamm erlangt die Möglichkeit zur Adhärenz. Die aktive 
Bindedomäne von PE an Epithelzellen liegt zwischen den Aminosäuren 84-108, im 
zentralen Molekül von PE [134]. 
PE immunisierte Mäuse zeigen eine geringere Anzahl von NTHi in der Lunge im Vergleich 
zu Mäusen, die mit einem Kontrolpeptid immunisiert wurden [135]. Außerdem induziert PE 
eine proinflammatorische Antwort. Eine erhöhte IL-8 Sekretion und eine Hochregulation 
von ICAM-1 (CD54) führte zu einer Verstärkung der Adhärenz von Neutrophilen an die 
Epithelzellen [135]. Weiterhin bindet PE die Plasmaproteine Plasminogen [Manuskript 1] 
und Vitronektin, ein EZM-Protein und Regulator des terminalen Komplementweges 
(Abbildung 10) [108]. Die Bindung von Plasminogen und Vitronektin ermöglicht 
Haemophilus die erste Barriere des Immunsystems zu umgehen und anschließend an die 
ECM von Epithelzellen zu adhärieren. Die Bindung von Plasminogen verleiht 
H. influenzae eine Strategie zur Abwehr des angeborenen Immunsystems durch die 
Spaltung von C3b und C5 und damit den Eingriff in einen frühen Verlauf des 
Komplementweges, sowie die Adhärenz an die EZM durch die Bindung an verschiedene 
EZM-Proteine [Manuskript 1 und 3]. Die Bindung von Vitronektin verleiht NTHi eine 
Serumresistenz durch die Regulation des terminalen Komplementweges und ebenfalls die 
Adhärenz an die EZM [108]. 
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Abbildung 10: Das Adhäsionsprotein PE von H. influenzae.  
PE ist ein multifunktionales Protein und bindet Plasminogen und Vitronektin. Das gebundene 
Plasminogen wird durch menschliche Plasminogenaktivatoren zu Plasmin aktiviert und spaltet die 
Komplementproteine C3b und C5, das zur Inhibierung der Komplementkaskade führt. Vitronektin 
ist ein Komplementregulator des terminalen Weges und verhindert die Lyse der Bakterien. 
Gebundenes Plasminogen und Vitronektin vermitteln außerdem die Adhäsion zur EZM der 
respiratorischen Mucosa. 
 
1.3.2. Borrelia burgdorferi 
1.3.2.1. Die Taxonomie 
Die Gattung Borrelia gehört zu der Familie der Spirochaetaceae und gliedert sich in die 
Erreger des Rückfallfiebers (B. recurrentis, B. duttoni und B. hermsii) und der Lyme-
Borreliose (B. burgdorferi-Komplex mit B. burgdorferi, B. garinii, B. afzelii und B. spielmani 
und B. burgdorferi sensu lato) [136]. Ihren Namen erhielt die Gattung Borrelia im Jahr 
1982 nach dem französischen Mikrobiologen A. Borrel und ihre Speziesbezeichung 
Borrelia burgdorferi nach Willy Burgdorferi [137]. Die Familie der Spirochaetaceae 
umfasst Gram-negative, spiralförmig gewundene Bakterien, die an obligat parasitische 
Bedingungen angepasst sind. Die Spirochäten zeichnen sich durch ihre Gestalt und 
Beweglichkeit aus (Abbildung 11). Sie besitzen helikale Filamente (Endoflagellen), die 
am Zellpol verankert sind. Diese winden sich im periplasmatischen Raum zwischen dem 
Zytoplasmamembran-Zellwand Komplex und der äußeren Membran um den Zellzylinder. 
Die Rotation der Endoflagellen und die damit verbundene Induzierung der Veränderung in 
der Zellmorphologie vermittelt diese Beweglichkeit.  
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Abbildung 11: Rasterelektron-mikroskopische Aufnahme von Spirochäten der Borrelien-Art 
B. burgdorferi.  
B. burgdorferi zeichnet sich durch ihre flexible, schraubenförmige Gestalt aus. (Quelle der 
Abbildung: www.wadsworth.org). 
 
Borrelien besitzen wenige Gene mit biosynthetischer Aktivität und sind daher im 
Nährstoffbedarf stark vom Wirtsorganismus abhängig. Wie die meisten pathogenen 
Mikroorganismen besitzen die Spirochäten keine weiteren Proteaseaktivitäten an ihrer 
Oberfläche und sind daher auf menschliche Proteasen für ihre Verbreitung angewiesen 
[35]. 
 
1.3.2.2. Die Pathogenese von B. burgdorferi 
Die Lyme-Borreliose ist die häufigste durch Zecken übertragende Zoonose in Europa und 
Nordamerika. In Deutschland werden bis zu 60.000 Neuerkrankungen pro Jahr gemeldet 
[136]. B. burgdorferi ist der Hauptverursacher der Lyme-Borreliose und wird durch den 
Biss der Schildzecke Ixodes ricinus verursacht. Dabei gelangen die Borrelien in den 
Blutkreislauf des Menschen. Unbehandelt erreichen die Mikroorganismen über den 
Blutkreislauf unterschiedliche Organe und lösen dort eine Infektion aus. Diese Infektion ist 
eine Multisystem-Erkrankung und verläuft in drei Stadien [138]. Die Zecken nehmen bei 
einer Blutmahlzeit die Borrelien auf. Bei einer erneuten Blutmahlzeit werden die Borrelien 
aus dem Mitteldarm über die Hämolymphe in die Speicheldrüse der Zecke und darüber in 
den menschlichen Organismus injiziert. Im Ersten Stadium (Frühstadium) vermehren sich 
die Borrelien und um die Stelle des Zeckenbisses entsteht ein Erythem migrans („bull´s-
eye-shaped rash“), das sich zentrifugal ausbreitet. Im Zweiten Stadium, meist Wochen bis 
Monate nach der Infektion, kommt es zur Verbreitung der Borrelien über den Blutkreislauf 
ins Gewebe. Bei einer weiterführenden Infektion passieren die Borrelien die Blut-Hirn-
Schranke und infizieren das Zentrale Nervensystem. Dieses Stadium ist einhergehend mit 
Arthritis, Myokarditis, Lymphadenopathien, sowie neurologischen Symptomen, sowie der 
Akrodermatitis chronica atrophicans. Im Dritten Stadium kommt es zu rezidivierenden 
Arthritiden („Lyme-Arthritis“), die 10-15 Jahre andauern [139]. 
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1.3.2.3. Die Pathogenitätsfaktoren von B. burgdorferi 
Nach der Injektion der Borrelien durch den Biss einer Schildzecke und der Überwindung 
der natürlichen Barrieren des menschlichen Organismus verläuft die Infektion wie bei 
H. influenzae in vier Phasen. Dabei spielen verschiedene Virulenzfaktoren eine Rolle 
(Abbildung 12). Die meisten Virulenzfaktoren sind auf Plasmiden codiert, wovon 
insgesamt 12 lineare sowie neun zirkuläre Plasmide vorhanden sind, die 40 % des DNA 
Gehaltes ausmachen [140]. Die Borrelien besitzen mehrere Strategien zur Abwehr des 
Immunsystems [141]. Einige Spezies der Borrelia exprimieren „complement regulator-
acquiring surface proteins“ (CRASPs), die Komplementregulatoren wie Faktor H, FHL-1 
oder CFHR1 binden und so das Komplementsystem an unterschiedlichen Stellen 
inhibieren [142, 143]. Die CRASP-Proteine -1 bis -5 binden außerdem Plasminogen, das 
zu Plasmin aktiviert wird und ebenfalls eine Inhibierung der Komplementkaskade bewirkt 
[Manuskript 2 und 3] [144, 145]. Eine Reihe weiterer Proteine sind für verschiedene 
Borrelia-Stämme für die Bindung von Komplementregulatoren beschrieben und 
untersucht, z.B. das „human complement and plasminogen binding protein“ A (HcpA) von 
B. recurrentis [36]. Die Borrelien besitzen die Fähigkeit Epitope innerhalb ihrer 
Oberflächenproteine zu verändern und weichen somit der spezifischen Immunabwehr aus 
(Antigenvariation). Das Lipoprotein VlsE ist ein typisches Beispiel für eine solche 
Antigenvariation [146]. Auch durch das herunter regulieren der Expression von 
Oberflächenproteinen, wie z.B. des OspC, als Antwort auf die Bildung spezifischer 
Antikörper ist eine effektive Strategie der Antikörperbildung zu entgehen [147, 148]. 
Zur Ausbreitung lagern sich die Borrelien an Endothelzellen oder an das Kollagen des 
Bindegewebes an. Dies erfolgt über die Adhäsionsproteine P66 und die „decorin-binding 
proteins“ A und B (DbpA, DbpB) [149]. Borrelia besitzt eine eher labile äußere Membran, 
die kein LPS enthält. Die äußere Membran wird durch Lipoproteine, den 
„outer surface proteins“ (Osp) A-F aufrechterhalten [150]. Borrelia bindet Plasminogen 
über das Lipoprotein OspA, so dass das gebundene Plasminogen die Adhärenz zu 
verschiedenen EZM-Komponenten vermittelt [43]. 
Zur Invasion in das Gewebe nutzen die Borrelien ebenfalls das gebundene Plasminogen. 
Das Zymogen wird durch menschliche Plasminogenaktivatoren zur Protease Plasmin 
aktiviert, welches Komponente der EZM wie Fibrinogen, Fibronektin, Laminin und 
Vitronektin degradiert und eine Migration in das Gewebe ermöglicht [43, 151]. Außerdem 
induziert B. burgdorferi die Freisetzung der Matrixmetalloproteinasen MMP-9 und MMP-1, 
die von Plasmin aktiviert werden und ermöglicht damit eine zusätzliche Degradierung der 
Basalen Membran [152]. 
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Abbildung 12: Die Infektion von B. burgdorferi verläuft in vier Phasen.  
Nach der Injektion der Borrelien durch die Zecke, umgehen die Bakterien durch verschiedene 
Mechanismen das Immunsystem. Die Oberflächenproteine CRASP-1 bis -5 binden 
Komplementregulatoren, wie Faktor H, FHL-1, CFHR1 und Plasminogen, die die 
Komplementkaskade inhibieren. Zur Antigenvariation dienen die Lipoproteine VlsE und OspC. 
Gleichzeitig adhärieren die Borrelien über verschiedene Adhäsionsproteine, wie P66 und DbpA/B 
an Endothelzellen. OspA bindet Plasminogen, was die Adhäsion zur EZM vermittelt. Nach 
erfolgreicher Adhäsion dringen sie in das Gewebe ein und gelangen in den Blutkreislauf. Das 
gebundene Plasminogen wird durch uPa zu Plasmin aktiviert und degradiert die Proteine der EZM. 
Außerdem lösen Matrixmetalloproteinasen (MMP) Entzündungsreaktionen aus, die das Zielgewebe 
zerstören. Von dort erreichen die Bakterien die Zielorgane und schädigen den menschlichen 
Organismus. 
 
1.3.2.4. Vakzine und Antibiotikaresistenzen von B. burgdorferi 
Zur Behandlung von Borreliose verwendet man in Deutschland und in Amerika Antibiotika, 
wie Doxyzyklin, Amoxicillin und Azithromycin. Aufgrund aufkommender 
Antibiotikaresistenzen sowie zur Präventation der Borreliose trieb man die Entwicklung 
von Impfstoffen voran. Dabei wurden zwei Strategien betrachtet: die Erreger-Antigen-
basierten und die Wirt-basierten Vakzine. Für die Erreger-Antigen-basierten Vakzine 
untersuchte man verschiedene Genprodukte der Zecke als potentielle Angriffsziele. Diese 
sind jedoch noch in der Entwicklung [153]. In den frühen 90igern kamen die 
Außenmembranproteine OspA und OspB als erstes Wirt-basiertes Vakzin auf den Markt. 
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Dabei waren zwei verschiedene Vakzine mit dem Immunogen OspA in Tiermodellen 
erfolgreich [154]. Das rekombinante OspA Vakzin blockierte die Transmission der 
Spirochäten vom Vektor zum Wirt. Aufgrund der verschiedenen Borrelia Genotypen in 
Europa ist ein monovalentes Vakzin nicht vorhanden. Außerdem erschweren die vielen 
verschiedenen Mechanismen der Antigenvariation, Immunevasion, Komplementresistenz 
und der laterale Gentransfer die Entwicklung eines Langzeitschutzes [138]. 
 
1.3.2.5. Die CRASP-Proteine von B. burgdorferi 
Serum-resistente Borrelia-Spezies exprimieren so genannte CRASP-Proteine, die durch 
ihre jeweilige Bindung an Komplementregulatoren charakterisiert sind. Die Anzahl der 
exprimierten CRASP-Proteine unterscheidet sich je nach Spezies. B. burgdorferi und 
B. afzelii exprimieren je fünf CRASP-Proteine und sind je nach ihrer Spezies, als 
BbCRASP-1 bis BbCRASP-5 bzw. BaCRASP-1 bis BaCRASP-5 bezeichnet. Diese 
CRASP-Proteine sind in zwei Gruppen gegliedert und werden nach ihrer Bindung von 
Faktor H, FHL-1 oder CFHR1 den Gruppen zugeteilt (Tabelle 3).  
Die Expression der CRASP-Proteine ist abhängig vom Infektionsstadium. Während der 
Transmission der Spirochäten von der Zecke auf den Menschen wird das BbCRASP-1 
und während der Etablierung das BbCRASP-2 exprimiert [157, 158]. BbCRASP-1 und 
BbCRASP-2 gehören zur Gruppe I, die Faktor H und FHL-1 binden [142, 159]. 
Die Außenmembranproteine BbCRASP-3 (ErpP), BbCRASP-4 (ErpC) und BbCRASP-5 
(ErpA) gehören zu der Erp-Familie und zur Gruppe II [35, 160]. Die Proteinfamilie wird 
während einer Infektion im Menschen in allen Stadien der Infektion exprimiert und sind 
somit stark angereichert [157, 158]. Nur wenige der Proteine der Erp-Familie sind bereits 
untersucht. Bekannt ist, dass die Proteine der Erp-Familie Oberflächenproteine sind [35] 
und für die Pathogenese der Borrelien eine große Rolle spielen. Für das ErpX ist 
zusätzlich eine Bindung für Faktor H und Laminin gezeigt [35, 161]. Die Erp Proteine 
ErpP, ErpC und ErpA sind zu 98 % homolog und besitzen eine Größe von ca. 19-21 kDa 
[35]. Die Proteine ErpP, ErpC und ErpA binden die Komplementregulatoren Faktor H und 
CFHR1 (Gruppe II) und sind damit für die Immunevasion verantwortlich (Abbildung 13) 
[156, 162]. Diese Proteine binden außerdem Plasminogen und vermitteln den Borrelien 
eine Strategie bei der Gewebsinvasion sowie bei der Immunevasion [Manuskript 2]. 
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Tabelle 3: Bindeeigenschaften der CRASP-Proteine verschiedener Borrelia-Arten.  
Eine Bindung der verschiedenen CRASP-Proteine zu den untersuchten Plasmaproteinen wird mit 
einem „+“ dargestellt. Keine Bindung bzw. eine nicht vorhandene Studie sind mit „-„ bzw. „?“ 
gekennzeichnet. Die CRASP-Proteine sind aufgrund ihrer Bindung zu Komplementregulatoren in 
zwei Gruppen eingeteilt oder gehören keiner von beiden Gruppen an. Die Grau hinterlegten Felder 
wurden in dieser Arbeit beschrieben. 
 Bakterielles Protein Plasminogen Faktor H CFHR1 FHL-1 Literatur 







 BbCRASP-1 + + - + 
[155] 








BbCRASP-3 (ErpP) + + + - 
diese Arbeit 
[156] 
BbCRASP-4 (ErpC) + + + - 
BbCRASP-5 (ErpA) + + + - 







I BaCRASP-1 ? + - + 
[142, 143] 
BaCRASP-2 ? + - + 
 
BaCRASP-3 ? - - + [142, 143] 
 BaCRASP-4 ? + - - 
[142, 143] 











Erp60 ? + + - 
[45] Erp61 ? + + - 
Erp62 ? + + - 
 Erp63 + - - - [45] 
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Abbildung 13: Das multifunktionale Protein BbCRASP-3 (ErpP) von B. burgdorferi.  
Das Oberflächenprotein BbCRASP-3 bindet Plasminogen an der Oberfläche. Gebundenes 
Plasminogen, das zur aktiven Protease Plasmin konvertiert wurde, wird zur Komplementevasion 
sowie zur Adhäsion und Invasion genutzt. Die Bindung der Komplementregulatoren Faktor H und 
CFHR1 dienen ebenfalls zur Komplementevasion. 
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2. Ziel der Arbeit 
Die Gram-negativen Bakterien Haemophilus influenzae und Borrelia burgdorferi 
verursachen invasive Erkrankungen. Bei einer Infektion des menschlichen Organismus 
müssen diese Mikroorganismen das Immunsystem umgehen und gleichzeitig in das 
Zielgewebe eindringen. Beide pathogenen Mikroorganismen entwickelten verschiedene 
Strategien, die parallel zur Immunevasion und Gewebsinvasion eingesetzt werden. Beide 
pathogene Mikroorganismen binden das menschliche Plasmaprotein Plasminogen an 
ihrer Oberfläche. Aufgrund der aufkommenden Antibiotikaresistenzen ist es notwenig die 
genauen Mechanismen der Immunevasion und Gewebsinvasion zu untersuchen und 
neue Angriffsziele, vor allem in der frühen Phase der Infektion zu charakterisieren. 
Das Ziel dieser Arbeit ist, die Interaktion zwischen den Gram-negativen Bakterien 
H. influenzae und B. burgdorferi und dem menschlichen Plasmaprotein Plasminogen zu 
untersuchen und die Rolle von Plasminogen, dass an die Oberfläche der 
Mikroorganismen gebunden ist, zu charakterisieren. In dieser Arbeit sollen die 
Bindeproteine für Plasminogen identifiziert und die Rolle der Plasminogen-Bindung bei 
der Immunevasion, im speziellen bei der Komplementevasion sowie bei der 
Gewebsinvasion für die beiden pathogenen Mikroorganismen untersucht werden. Des 
Weiteren soll der Einfluss von Plasmin/ogen im Komplementsystem genauer beschrieben 
werden. 
Die Bindung der identifizierten bakteriellen Proteine, PE von H. influenzae und die 
CRASP -3, -4 und -5 von B. burgdorferi, an Plasminogen soll genauer charakterisiert und 
die Interaktion zwischen den Proteinen bezüglich der Bindeeigenschaften und 
Binderegionen analysiert werden. Dazu wurde die Funktion des gebundenen 
Plasminogen, welches zur Serinprotease Plasmin aktiviert wurde, untersucht und die 
Rolle von Plasmin/ogen in der Komplementkaskade erforscht. 
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3. Überblick der publizierten und eingereichten Manuskripte 
3.1. Manuskript 1 Haemophilus influenzae uses the Protein E Surface 
Protein to Acquire Human Plasminogen and to Evade Innate 
Immunity. 
 
Diana Barthel, Birendra Singh, Kristian Riesbeck und Peter F. Zipfel 
Akzeptiert in Journal of Immunology (Oktober 2011) 
 
Das Manuskript beschreibt die Identifizierung des Plasminogen-Hauptbindeproteins von 
H. influenzae. Plasminogen bindet konzentrationsabhängig an den nichttypisierbaren 
H. influenzae Stamm NTHi 3655. Das Lysin-Analog εACA und NaCl beeinflussen die 
Plasminogen-Bindung, und weisen auf eine Lysinreste-vermittelte und auf Ionen basierte 
Bindung hin. NTHi 3655 exprimiert das Adhäsionsprotein Protein E (PE) konstitutiv an der 
Oberfläche und PE reflektiert als Kandidat als Plasminogen-bindendes Protein. Das 
rekombinante PE bindet Plasminogen konzentrationsabhängig. Diese Bindung ist 
abgesättigt und basiert ebenfalls auf Lysinreste und Ionenstärke. Ein PE-knock out 
Stamm (NTHi 3655 Δpe) zeigte eine um 65 % verminderte Plasminogen-Bindung, von 
aufgereinigten sowie aus menschlichen Serum stammenden Plasminogen, im Vergleich 
zum Wildtyp. Ein E. coli-Stamm, der PE an der Oberfläche exprimiert, zeigte zum 
Vergleich zu einen nicht PE-exprimierenden E. coli-Stamm eine 4-fach stärkere Bindung. 
Die Lokalisation der PE-Bindestelle für Plasminogen im N-Terminus erfolgte mit Hilfe von 
synthetischen PE-Peptiden. Als weiterer Ligand für PE ist Vitronektin bekannt. Beide 
Plasmaproteine kompetitieren nicht um die PE-Bindung und binden simultan an PE. 
Plasminogen, gebunden an PE wird durch den menschlichen Plasminogenaktivator uPa 
zur aktiven Protease konvertiert und ist funktionell aktiv. Aktiviertes Plasminogen, 
gebunden an NTHI 3655 bzw. PE, spaltet das EZM Protein Fibrinogen und das 
Komplementprotein C3b und wird damit zur Gewebsinvasion und Immunevasion von 
H. influenzae genutzt. 
 
 
Beiträge der Autoren 
Diana Barthel hat das Manuskript zusammen mit Peter F. Zipfel geschrieben und hat 
folgende Experimente geplant, durchgeführt und interpretiert: Bindestudien von 
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Plasminogen an NTHi 3655 und an rekombinantem PE (ELISA, FACS, „direct-binding-
Assay“ und Absorptionsassay), Kompetitionsanalyse, Lokalisation der PE-Binderegion, 
Aktivierung von Plasminogen, Fibrinogen- und C3b-Spaltung. 
Birendra Singh klonierte, exprimierte und reinigte das rekombinante PE-Protein auf und 
war an der Planung der synthetischen PE-Peptide beteiligt. 
Kristian Riesbeck plante das Manuskript und war am Korrekturlesen und der Diskussion 
beteiligt. 




           Unterschrift Prof. Peter F. Zipfel 
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3.2. Manuskript 3: Borrelia burgdorferi Infection-Associated Surface 
Proteins ErpP, ErpA, and ErpC Bind Human Plasminogen. 
 
Catherine A. Brissette, Katrin Haupt, Diana Barthel, Anne E. Cooley, Amy Bowman, 
Christine Skerka, Reinhard Wallich, Peter F. Zipfel, Peter Kraiczy and Brian Stevenson 
Infection and Immunity (2009), 77(1):300-306 
 
Das Manuskript beschreibt die Bindung des menschlichen Plasmaproteins Plasminogen 
an die Proteine ErpP (BbCRASP-3), ErpA (BbCRASP-4) und ErpC (BbCRASP-5) von 
B. burgdorferi. Die bakteriellen Proteine ErpP, ErpA und ErpC gehören zu der Erp-Familie 
und sind Membran-gebundene Proteine mit einer Größe von ca. 19-21 kDa und einer 
Homologie von >98 %. Plasminogen bindet an drei von fünf getesteten Proteinen der Erp-
Familie und diese Bindung ist konzentrationsabhängig. Die Bindung von Plasminogen an 
ErpP, ErpA und ErpC beruht auf der Interaktion von Lysinreste der Erp-Proteine und der 
Lysinbindestellen von Plasminogen. NaCl und Heparin zeigten keinen bzw. einen sehr 
geringen Effekt auf die Plasminogen-Bindung an die Erp-Proteine, so dass die Bindung 
nicht auf Ionische Kräfte basiert. Für die Erp-Proteine ist bekannt, dass sie den 
Komplementregulator Faktor H binden. Die Plasmaproteine Plasminogen und Faktor H 
zeigen keine Kompetition in ihrer Bindung an die Erp-Proteine und binden somit simultan. 
Plasminogen, gebunden an ErpP, ErpA und ErpC wird durch den menschlichen Aktivator 
uPa zur aktiven Serinprotease Plasmin konvertiert und setzt das chromogene Substrat S-
2251 spezifisch um. 
 
 
Beiträge der Autoren 
Catherine A. Brissette hat das Manuskript zusammen mit Peter F Zipfel und Brian 
Stevenson geschrieben und folgende Experimente geplant, durchgeführt und interpretiert: 
Bindungsstudie (ELISA) und Alignment der Erp-Proteine. 
Katrin Haupt war an der Planung und Ausführung des Kompetitionsassay beteiligt. 
Diana Barthel war an der Planung und Ausführung des Plasminogen-Aktivierungs-Assays 
beteiligt. 
Anne E. Cooley und Amy Bowman waren an der Planung und bei der Durchführung der 
Bindungsstudien mit εACA, NaCl und Heparin beteiligt. 
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Reinhard Wallich, Peter Kraizcy, Christine Skerka und Peter F. Zipfel planten das 
Manuskript und waren am Korrekturlesen und der Diskussion beteiligt. 






       Unterschrift Prof. Peter F. Zipfel 
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3.3. Manuskript 3: Plasminogen is a Potent Complement Inhibitor. 
 
Diana Barthel, Susann Schindler und Peter F. Zipfel 
Eingereicht 
 
Dieses Manuskript charakterisiert die Rolle des menschlichen Plasmaproteins 
Plasminogen als Komplementregulator. Plasminogen interagiert mit den 
Komplementproteinen C3 und C5 konzentrationsabhängig. Plasminogen bindet die C3-
Aktivierungsfragmente C3b, C3c und C3d, jedoch nicht das Anaphylatoxin C3a. Die 
Plasminogen-Bindung an C3, sowie an C3b und C3d basiert auf Lysinreste und 
Ionenstärke. Plasminogen kompetitiert mit dem Komplementregulator Faktor H um die 
Bindung an C3b. Die Plasminogen-C5 Interaktion basiert ebenfalls auf Lysinreste und auf 
Ionenstärke. Plasminogen verstärkt aufgrund einer verstärkten Spaltung von C3b durch 
Faktor I die Kofaktoraktivität von Faktor H. Des Weiteren spaltet Plasmin, welches durch 
uPa aktiviert wurde, in Flüssigphase sowie gebunden an einer Oberfläche die 
Komplementproteine C3b und C5. Diese Spaltung wird durch die Plasmininhibitoren α2-
Antiplasmin und Aprotinin inhibiert und ist somit spezifisch für Plasmin. Plasmin spaltet 
C3b in einem differenzierten Spaltungsmuster wie Faktor I. Im Hämolyse-Assay und in 
einem komplementspezifischen ELISA besitzt Plasmin eine inhibitorische Aktivität bei der 
Komplementaktivierung über den alternativen und klassischen Weg und ist 
konzentrationsabhängig. Bei physiologischen Plasmin(ogen)-Konzentrationen liegt eine 
Inhibierung des alternativen Weges von 60 % vor und des klassischen Weges von 80 %. 
Eine verminderte Generierung von C3a ist in einem für den alternativen Weg-spezifischen 
Assay gezeigt und der Einfluss von Plasmin bestätigt. 
 
 
Beiträge der Autoren 
Diana Barthel hat das Manuskript zusammen mit Peter F. Zipfel geschrieben und folgende 
Experimente geplant, durchgeführt und interpretiert: Bindungsstudien (ELISA und 
Liganden-Blot), Kompetitionsanalyse, Kofaktorassay, Spaltungs-Assay, Hämolyseassay, 
Zymosan-Assay. 
Susann Schindler war mit an der Planung und Ausführung des Spaltungs-Assays mit C3b 
beteiligt. 
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4. Manuskripte 
4.1. Manuskript 1: Haemophilus influenzae uses the Protein E Surface 
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4.2. Manuskript 2: Borrelia burgdorferi Infection-Associated Surface 
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4.3. Manuskript 3: Plasminogen is a Potent Complement Inhibitor 
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5. Diskussion 
Eine Infektion durch pathogene Mikroorganismen verläuft in vier klassischen Phasen: 
Etablierung, Adhäsion und Kolonisation, Invasion und Schädigung des Zielgewebes. 
Pathogene Mikroorganismen haben für diese Phasen verschiedene Strategien entwickelt, 
um den menschlichen Organismus schnell und erfolgreich zu infizieren. Dabei verfolgen 
sie die Strategien der Immunevasion und Gewebsinvasion und machen sich dabei 
menschliche Plasmaproteine zu Nutze. Die Rekrutierung von Plasminogen an die 
Oberfläche von Mikroorganismen scheint für Mikroorganismen ein verbreiteter 
Mechanismus zu sein. Viele pathogene Mikroorganismen binden Plasminogen aus dem 
menschlichen Serum und gebundenes Plasminogen wird daraufhin durch menschliche 
oder durch ihre eigenen exprimierten Plasminogenaktivatoren zur Serinprotease Plasmin 
aktiviert. Gebundenes Plasmin ist funktionell aktiv, spaltet und inaktiviert Komponenten 
des Komplementsystems und der EZM. 
 
5.1. Charakterisierung von Plasminogen als Komplementregulator 
In dem ersten Teil dieser Arbeit ist eine weitere Funktion des Plasmaproteins 
Plasminogen charakterisiert. Plasminogen, das Schlüsselenzym in der Fibrinolyse, spielt 
in weiteren Prozessen eine wichtige Rolle. Plasminogen, welches an Mikroorganismen 
gebunden und zur aktiven Protease konvertiert ist, erhält durch die Degradation von EZM-
Proteinen eine wichtige Rolle in der Gewebsinvasion. Eine Interaktion von Plasminogen 
mit dem Komplementsystem geht aus Forschungsarbeiten aus den 50iger Jahren 
erstmals hervor. Diese Interaktion ist in den darauf folgenden Jahren nicht genauer 
untersucht worden und daher der Mechanismus bisher nicht im Detail verstanden. 
In dieser Arbeit habe ich den Mechanismus von Oberflächen-gebundenem Plasminogen 
bei der Immunevasion pathogener Mikroorganismen genauer untersucht [Manuskript 3]. 
Plasminogen bindet die zentralen Komplementproteine C3 und C5. Die Bindung beider 
Proteine an Plasminogen erfolgt in Flüssigphase, aber auch an Oberflächen-gebundenem 
Plasminogen. Diese Eigenschaft verleiht den Mikroorganismen zwei Möglichkeiten mit 
dem Komplementsystem zu interagieren. Zu einem direkt auf der Oberfläche, sowie in 
unmittelbarer Umgebung des Mikroorganismus. 
Plasminogen bindet zudem die C3-Aktivierungs Fragmente C3b, C3c und C3d, die durch 
die proteolytische Spaltung der Serinprotease Faktor I entstehen (Abbildung 14). Aus 
den Experimenten geht hervor, dass Plasminogen mit einer höheren Affinität an C3d 
bindet. Dies ist jedoch mit weiteren Analysen zu bestätigen. Das Anaphylatoxin C3a wird 
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nicht von Plasminogen gebunden. Wie die meisten Liganden von Plasminogen beruht die 
Bindung von C3 und der C3-Aktivierungsfragmenten C3b, C3c und C3d auf Lysinreste 
und basiert auf Ionenstärke. 
 
 
Abbildung 14: Plasminogen bindet an das Komplementprotein C3b.  
Die Bindung von Plasminogen an C3b erfolgt über die C3b-Fragmente C3c und C3d. Plasminogen 
besitzt eine höhere Affinität zu C3d. 
 
Der Komplementregulator des alternativen Weges Faktor H bindet ebenfalls C3b. Wie 
Plasminogen bindet Faktor H C3b über das C3d-Fragment und beide sind funktionell 
aktiv. Die Bindung der Plasmaproteine Plasminogen und Faktor H erfolgt somit simultan, 
so dass beide Plasmaproteine an unterschiedlichen Domänen des C3d-Fragmentes 
binden. Die beiden Plasmaproteine Plasminogen und Faktor H gehen ebenfalls einen 
Komplex miteinander ein. Plasminogen bindet Faktor H in den SCR-Einheiten 6-7 und 18-
20 (nicht veröffentlicht). Faktor H besitzt eine Kofaktor-Aktivität für die Serinprotease 
Faktor I zur Inaktivierung von C3b. Diese Aktivität wird durch Plasminogen verstärkt und 
Plasminogen unterstützt somit die regulatorische Funktion von Faktor H. 
Neben der unterstützenden Kofaktoraktivität für Faktor H besitzt die Serinprotease 
Plasmin eine eigene regulierende Funktion in der Komplementkaskade. Plasminogen, das 
zu Plasmin aktiviert ist, spaltet ebenso C3b und inaktiviert dessen Funktion als Opsonin 
und verhindert die Ausbildung der C3-Konvertase. Diese Aktivität ist in Flüssigphase 
sowie bei der Oberflächen-gebundenen Situation vorhanden. Das Spaltungsmuster von 
Plasmin unterscheidet sich jedoch von dem des Faktor I und es entstehen Plasmin-
spezifische Fragmente. Faktor I spaltet die α-Kette des C3b in Fragmente mit einem 
Molekulargewicht von 68 und 43 kDa. Im späteren Verlauf wird das 68 kDa-Fragment in 
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zwei Fragmente mit einer Größe von 27 und 41 kDa gespalten. Plasmin spaltet ebenfalls 
die α-Kette von C3b und generiert Fragmente mit dem Molekulargewicht von 68, 40, 30 
und 17 kDa und sind somit spezifisch für Plasmin (Abbildung 15). Der Plasminregulator 
α2-Antiplasmin und der Serinproteaseinhibitor Aprotinin inhibieren die Spaltung von C3b 
durch Plasmin und unterstreichen dessen Spezifität. Die Spaltung ist zudem zeitabhängig. 
 
 
Abbildung 15: Die Serinproteasen Plasmin und Faktor I spalten C3b an unterschiedlichen 
Stellen.  
Die Spaltung beider Serinproteasen erfolgt in einem unterschiedlichen Muster. Die schwarzen 
Pfeile illustrieren die Spaltungsstellen. In Rot sind die jeweiligen Bindungsregionen von 
Plasminogen und Faktor H markiert. 
 
Plasminogen bindet neben C3b auch C5, dass zweite zentrale Komplementprotein im 
Komplementsystem. Wie C3b bindet Plasminogen C5 in Flüssigphase und in 
Oberflächen-gebundenen Zustand und die Bindung beruht auf Lysinreste und 
Ionenstärke. Beim Ablauf des Komplementsystems spaltet die C5-Konvertase C5 in die 
Fragmente C5b und C5a. Das Fragment C5b besteht aus einer α- und einer β-Kette mit 
einer molekularen Größe von 105 und 75 kDa, die über eine Disulfidbrücke miteinander 
verbunden sind. Die Spaltung von C5 durch Plasmin ist von der Spaltung durch die C5-
Konvertase zu unterscheiden. Aktiviertes Plasminogen spaltet zunächst C5 in C5b und 
C5a. C5b wird jedoch wie C3b weiter gespalten in drei Fragmente mit einem 
Molekulargewicht von 50, 30 und 25 kDa (Abbildung 16). Auch hier ist die proteolytische 
Aktivität durch die Inhibitoren α2-Antiplasmin und Aprotinin vermindert und zeigt die 
Spezifität der Protease Plasmin.  
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Abbildung 16: Die Serinprotease Plasmin und die C5-Konvertase spalten C5 an 
unterschiedlichen Stellen. 
Plasmin und die C5-Konvertase spalten das Komplementprotein C5 auf unterschiedlicher Weise. 
Die schwarzen Pfeile illustrieren die Spaltungsstellen von Plasmin. 
 
Für Plasminogen wird demnach eine neue Bedeutung als Komplementregulator 
übertragen. Zum einen ist Plasminogen als aktive Serinprotease Plasmin in der Lage die 
zentralen Komplementregulatoren C3b und C5 zu spalten und damit zu inaktivieren und 
zum anderen wird die proteolytische Aktivität von Faktor I zusammen mit dem Kofaktor 
Faktor H verstärkt. 
Die Spaltung von C3b und C5 verleiht Plasmin(ogen) die Bedeutung als 
Komplementregulators und inhibiert die Komplementaktivierung aller drei Wege. Das zu 
Plasmin aktivierte Plasminogen inhibiert den alternativen sowie den klassischen Weg in 
Hämolyse-Assays. In beiden Experimenten wird mit Plasmin vorinkubiertes Serum 
zugeben. Folglich ist eine Inaktivierung des Komplementsystems zu beobachten. Plasmin 
spaltet die Komplementproteine C3b und C5, womit die Komplementkaskade 
unterbrochen wird und keine Lyse stattfindet.  
Die Inhibierung des Komplementsystems durch Plasmin erfolgt somit an zwei 
unterschiedlichen Stellen und verleiht Plasminogen eine effiziente Rolle bei der 
Immunevasion von pathogenen Mikroorganismen. Für pathogene Mikroorganismen ist 
neben der Gewebsinvasion die Immunevasion essentiell für eine Infektion. Viele 
Mikroorganismen besitzen mehrere Strategien die erste Abwehrreaktion des 
menschlichen Organismus, das Komplementsystem, zu umgehen. Unter anderen binden 
sie Komplementregulatoren, die die Aktivierung der Komplementwege hemmen oder die 
Lyse der Zelle verhindern. Für die meisten bakteriellen Proteine, die 
Komplementregulatoren binden, ist ebenfalls eine Plasminogen-Bindung gezeigt. Die 
neue Bedeutung des Plasminogens als Komplementregulator verleiht den pathogenen 
Mikroorganismen die Eigenschaft, das gebundene Plasminogen zum einen für die 
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Gewebeinvasion zu nutzen, aber gleichzeitig auch das Komplementsystem an zwei 
verschiedenen Stellen zu regulieren. 
Diese Arbeit charakterisiert Plasminogen als ein multifunktionelles Protein. Plasminogen 
interagiert mit den EZM-Proteinen wie Fibrin(ogen), Laminin sowie mit den 
Komplementproteinen C3, C3b und C5, die durch die aktive Form, dem Plasmin 
gespalten werden. Durch die Spaltung von C3 zu C3b durch Plasmin hat Plasmin(ogen) 
zunächst eine Funktion zur Aktivierung des Komplementsystems. Im weiteren Verlauf 
spaltet Plasmin C3b sowie C5 und inaktiviert dessen Funktion als Opsonin bzw. den 
Aufbau des Terminalen Komplexes. Demzufolge reguliert Plasmin das 
Komplementsystem auf zwei unterschiedlichen Wegen: (I) als Aktivator und (II) als 
Regulator (Abbildung 18). 
 
 
Abbildung 17: Die Rolle von Plasmin(ogen) im Komplementsystem. 
Plasminogen unterstützt die Kofaktoraktivität von Faktor H und damit die C3b-Spaltung durch die 
Serinprotease Faktor I (FI). Plasminogen, das zur Serinprotease Plasmin aktiviert wurde, kann zum 
einen das Komplementsystem aktivieren und aktive C3a und C5a generieren und zum anderen 
das Komplementsystem regulieren, indem es C3b und C5 spaltet und damit inaktiviertes C3b und 
C5 generiert. 
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5.2. Gram-negative Bakterien nutzen Plasminogen zur Immunevasion 
Der Mechanismus der Immunevasion von pathogenen Mikroorganismen ist noch nicht 
vollständig verstanden. Für die Gram-negativen Bakterien Haemophilus influenzae und 
Borrelia burgdorferi ist bekannt, dass sie Plasminogen an ihrer Oberfläche rekrutieren, 
jedoch sind die Plasminogen-Rezeptoren und die Funktion des gebundenen 
Plasminogens unbekannt. In dieser Arbeit habe ich eine neue Strategie der Gram-
negativen Bakterien H. influenzae und B. burgdorferi bei der Immunevasion untersucht 
und charakterisiert. H. influenzae exprimiert das Adhäsionsprotein Protein E (PE) 
[Manuskript 1] und B burgdorferi die „complement regulator-acquiring surface proteins“ 
(CRASP) -3, -4 und -5 [Manuskript 2], die das Plasmaprotein Plasminogen an ihrer 
Oberfläche binden und aktiviertes Plasmin zur Komplementevasion nutzen 
[Manuskript 3]. 
Bekannt ist die Rolle von Plasminogen bei der Gewebsinvasion. Das menschliche 
Plasmaprotein Plasminogen wird von mehreren Gram-negativen und Gram-positiven 
pathogenen Mikroorganismen genutzt, an die EZM über verschiedene EZM-Proteine wie 
Fibrin(ogen) und Laminin zu binden. Das gebundene Plasminogen wird anschließend zur 
aktiven Protease aktiviert und spaltet EZM-Proteine. Die Zellen verlieren ihren Schutz und 
die Mikroorganismen dringen in das Gewebe ein.  
Zur Identifizierung des Plasminogen-bindenden Proteins von H. influenzae diente der 
nicht-typisierbare Laborstamm NTHi 3655. NTHi 3655 bindet Plasminogen und die 
Plasminogen-Bindung ist konzentrationsabhängig. Die Interaktion von Plasminogen und 
NTHi 3655 basiert auf Lysinreste und Ionenstärke. Dieses Muster ist bereits für mehrere 
Plasminogen-bindende Proteine bekannt, wie z.B. der Elongationsfaktor Tuf von 
P. aeruginosa und Pra1 von C. albicans. Die Rekrutierung von Plasminogen findet in allen 
Wachstumsphasen von H. influenzae statt, so dass das Plasminogen-bindende Protein 
kontinuierlich an der Oberfläche von H. influenzae exprimiert wird.  
Das Protein PE von H. influenzae ist ein Adhäsionsprotein mit einer molekularen Größe 
von 16 kDa. PE bindet das Vitronektin ein EZM-Protein und Regulator des Terminalen 
Komplementweges. Die Bindung von Vitronektin verleiht H. influenzae Serumresistenz 
und somit eine effektive Strategie das Komplementsystem zu umgehen. In der Lunge 
induziert PE außerdem eine proimflammatorische Immunantwort [108, 134, 135]. Das 
Adhäsionsprotein PE spielt somit eine große Rolle bei der Pathogenität von H. influenzae. 
Es ist bekannt, dass bakterielle Proteine Komplementregulatoren und Plasminogen 
binden und damit die Effektivität dieses Virulenzfaktors erhöhen. Aus diesem Grund ist die 
Hypothese aufgestellt, dass PE ebenfalls ein Plasminogen-bindendes Protein ist. 
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Rekombinantes PE bindet Plasminogen konzentrationsabhängig, wobei die Bindung 
ebenfalls auf Lysinreste und Ionenstärke basiert. Die Verwendung einer PE knock-out-
Mutante zeigte eine ca. 65% verringerte Bindung von Plasminogen im Vergleich zum 
Wildtyp. Die Bindung von Plasminogen und PE wurde zusätzlich mit einem E. coli-Stamm, 
der PE an der Oberfläche exprimiert, getestet und bestätigt. Auch hier ist eine vierfach 
verstärkte Bindung von Plasminogen an den PE exprimierten E. coli-Stamm im Vergleich 
zum Wildtyp zu beobachten. Die Bindung von nativen Plasminogen aus menschlichem 
Serum unterstreicht die Relevanz der Plasminogen-Bindung unter physiologischen 
Bedingungen. Diese Ergebnisse zeigen, dass PE ein Plasminogen-bindendes Protein ist 
und PE ist zudem als das Hauptbindeprotein charakterisiert. Neben PE ist die Aspartase 
als Plasminogen-bindendes Protein bekannt. Das erklärt, warum die knock-out-Mutante 
nur eine um 65 % verringerte Bindung zeigt. 
Die Bindungsregion von Plasminogen befindet sich im N-Terminus des bakteriellen 
Proteins PE. Diese überlappt mit der Binderegion von Vitronektin und beide 
Plasmaproteine konkurrieren um die PE-Bindung. Jedoch ist eine gleichzeitige Bindung 
beider Proteine in physiologischen Konzentrationen zu beobachten. Die Bindung zweier 
Komplement-regulierenden Proteine verleiht PE eine Multifunktionalität und eine effektive 
Waffe zur Abwehr des Immunsystems. 
Das an intakte Bakterien und an rekombinantes PE gebundene Plasminogen wird durch 
den menschlichen Aktivator uPa zu Plasmin aktiviert und ist funktionell aktiv. Die 
spezifische Umsetzung des synthetischen Substrates S-2251 durch Plasmin ist in beiden 
Fällen zu beobachten und ist konzentrationsabhängig. Eine Verminderte 
Substratumsetzung ist bei der PE knock out-Mutante zu sehen, dass aus der reduzierten 
Bindung begründet wird. Das gebundene Plasmin spaltet zusätzlich das 
Komplementprotein C3b und das EZM-Protein Fibrinogen und verleiht H. influenzae eine 
effektive Strategie zur Immunevasion und Gewebsinvasion. 
Die CRASP-Proteine 3,4 und 5 (ErpP, ErpA und ErpC) von B. burgdorferi sind bereits für 
die Rekrutierung der Komplementregulatoren Faktor H und CFHR1 charakterisiert. Sie 
sind Mitglieder der Erp-Familie und werden in allen Phasen der Borrelien-Infektion 
exprimiert [35]. Diese drei Proteine sind mehr als 98 % identisch und besitzen eine 
molekulare Größe von 19-21 kDa.  
Für die Plasminogen-Bindung sind fünf Erp-Proteinen untersucht worden. Die Proteine 
ErpA, ErpC und ErpP binden Plasminogen. Dagegen bindet Plasminogen nicht die 
Proteine ErpB und ErpQ. Aufgrund der hohen Ähnlichkeit wählte man ErpP (CRASP-3) 
als repräsentatives Protein zur Untersuchung der Plasminogen-Bindung. Plasminogen 
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bindet an ErpP konzentrationsabhängig und die Bindung basiert auf Lysinresten. Im 
Unterschied zu PE beruht die Bindung nicht auf Ionenstärke. Auch Heparin inhibierte nicht 
die ErpP-Plasminogen-Interaktion. Eine Abtrennung der C-Terminalen Lysinreste von 
ErpP bewirkt eine Verminderung der Plasminogen-Bindung, wodurch sich die Binderegion 
von Plasminogen im C-Terminus befindet. ErpP bindet außerdem Faktor H und die C-
terminalen Lysine sind ebenfalls für die Faktor H-Bindung verantwortlich. Beide 
Plasmaproteine binden jedoch gleichzeitig und konkurrieren nicht um die ErpP-Bindung. 
Gebundenes Plasminogen ist zugänglich für Plasminogenaktivatoren, so dass 
Plasminogen zu aktiven Plasmin generiert. Plasmin ist funktionell aktiv und spaltet das 
synthetische Substrat S-2251. 
Die Rekrutierung von Plasminogen durch pathogene Mikroorganismen zur Immunevasion 
und Gewebsinvasion ist eine weit verbreitete und allgemeine Strategie und verleiht den 
Erregern eine wichtige Virulenzeigenschaft. Viele pathogene Erreger binden Plasminogen 
an ihre Oberfläche, das durch menschliche oder durch ihre eigenen 
Plasminogenaktivatoren zu Plasmin aktiviert wird. Neben H. influenzae und B. burgdorferi 
binden weitere Gram-negativen Bakterien an ihrer Oberfläche Plasminogen. Dazu gehört 
z.B. Pseudomonas aeruginosa [34] und Helicobacter pylori [47, 48]. Aber auch Gram-
positive Bakterien wie Streptococcus pneumoniae binden Plasminogen [29, 52], sowie die 
pathogenen Pilze wie Candida albicans und Aspergillus fumigauts [63]. Einige bakterielle 
Proteine besitzen mehrere Liganden und binden neben Plasminogen z.B. die 
Komplementregulatoren Faktor H, FHL-1, CFHR1, C4BP oder Vitronektin. Dazu gehören 
auch PE von H. influenzae und die untersuchten CRASP-Proteine von B. burgdorferi. PE 
bindet den Terminalen Komplementregulator Vitronektin [108] und die CRASP-Proteine 3-
5, Faktor H und CFHR1. 
Die Mikroorganismen binden Plasminogen an ihrer Oberfläche und nutzen dieses, um an 
menschliche Epithelzellen anzuheften indem sie an bakterielle Plasminogen-
Bindeproteine exprimieren. Außerdem verleiht ihnen die Aktivierung des gebundenen 
Plasminogens zu Plasmin effektive proteolytische Aktivität auf der bakteriellen Oberfläche. 
Diese proteolytische Aktivität vermittelt zum einen die Spaltung von Komponenten der 
EZM und verleiht den Mikroorganismen die Möglichkeit zur Verbreitung des 
menschlicheren Organismus. Für H. influenzae wurde die Bedeutung der Plasminogen-
Bindung noch nicht umfassend untersucht. Dagegen ist für B. burgdorferi eine Wichtigkeit 
für die Verbreitung im Vektor, die Schildzecke und im menschlichen Organismus gezeigt 
worden [163]. Neben den schon bekannten Plasminogen-bindenden Proteinen von 
H. influenzae und B. burgdorferi, konnten vier neue Proteine identifiziert und die die 
Plasminogen-Bindung charakterisiert werden. Die Proteine besitzen einige 
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Gemeinsamkeiten, wie in ihrer kleinen Größe von ca. 16-21 kDa und sie sind Bestandteil 
der äußeren Membran. Die identifizierten Proteine werden kontinuierlich exprimiert [133, 
158] und stehen den Bakterien in allen Phasen der Infektion zur Verfügung, um 
Plasminogen zu binden. Die Interaktion von Plasminogen und seinen bekannten Liganden 
wird durch die Lysinbindestellen in den Kringeldomänen vermittelt [8], ebenso bei den 
identifizierten Proteinen. Für die Erp-Proteine konnten die Lysinbindestellen in den 
Kringeldomänen 1-3 für die Bindung identifiziert werden. Ein Unterschied besteht in der 
Bindungseigenschaft. Die Plasminogen-Bindung an PE beruht auf Ionenstärke, dagegen 
binden die untersuchten CRASP-Proteine Plasminogen aufgrund neutraler Aminosäuren 
und sind Konformationsabhängig. 
Neben der Degradation von EZM-Proteinen und der Verbreitung, kommt Plasminogen 
einer anderen Bedeutung nach, der Immunevasion. Plasminogen, aktiviert zur 
Serinprotease Plasmin, spaltet die Komplementproteine C3b und C5. Somit inhibiert 
Plasmin den Ablauf der Komplementkaskade und inaktivert zusätzlich C3b als Opsonin 
[Manuskript 3]. Auch Plasminogen, das an PE oder an CRASP-3, -4 und -5 gebunden ist, 
ist funktionell aktiv und spaltet das Opsonin C3b und verleiht den Bakterien eine effektive 
Strategie der Immunevasion (Abbildung 18). Zudem besitzt Plasmin eine weitere 
Möglichkeit das Immunsystem zu umgehen, indem es Antikörper spaltet und inaktiviert 
[26]. Einige der Plasminogen-bindenden Proteine, wie z.B. die Enolase von 
Streptococcus sobrinus haben durch die Erhöhung der IL-10 Produktion eine 
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Abbildung 18: Die Rolle von Plasminogen bei der Immunevasion und Gewebsinvasion.  
Pathogene Mikroorganismen exprimieren Proteine die Plasminogen an die Oberfläche rekrutieren. 
Gebundenes Plasminogen bindet an EZM-Proteine und vermittelt den Kontakt zwischen Pathogen 
und der Wirtszelle. Gebundenes Plasminogen wird außerdem durch menschliche oder mikrobielle 
Plasminogenaktivatoren zu Plasmin aktiviert und spaltet EZM-Proteine. Des Weiteren reguliert 
Plasmin das Immunsystem, indem es die Komplementproteine C3b und C5 spaltet und inaktiviert, 
die Kofaktoraktivität von Faktor H bei der Faktor I vermittelten C3b-Spaltung unterstützt und 
Antikörper spaltet und somit ebenfalls inaktiviert. 
 
Für die untersuchten Proteine sind weitere Liganden bekannt [144, 156, 165]. Sie binden 
Komplementregulatoren, wie Faktor H, CFHR1 und Vitronektin und verleihen den 
Bakterien eine effektive Strategie der Immunevasion (Tabelle 4). Die Bindung von 
Plasminogen vermittelt diesen einen zusätzlichen Mechanismus zur Immunevasion. In 
beiden Fällen ist die Konkurrenz der Liganden bezüglich der Bindung untersucht. PE 
bindet Vitronektin und Plasminogen und beide Plasmaproteine konkurrieren um die 
Bindung an PE. In der physiologischen Plasmakonzentration ist jedoch eine Bindung 
beider Proteine möglich, somit besitzt PE die gleiche Affinität für beide Plasmaproteine. 
Für die CRASP-Proteine konnte ebenfalls keine Konkurrenz in der Bindung an Faktor H 
beobachtet werden. Folglich besitzen PE und die CRASP-Proteine die Eigenschaft ein 
großes Repertoire an Komplementregulatoren zu rekrutieren und somit eine effiziente 
Strategie zur Immunevasion. 
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Plasminogen Faktor H CFHR1 FHL-1 Vitronektin 
H. influenzae PE + ? ? ? + 
B. burgdorferi 
CRASP-3 + + + - ? 
CRASP-4 + + + - ? 
CRASP-5 + + + - ? 
„+“ – Bindung; „-„ – keine Bindung; „?“ – nicht getestet 
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6. Zusammenfassung 
Der menschliche Organismus verfügt zur Erkennung und zur Abwehr von infektiösen 
Erregern über eine Reihe von hocheffizienten Abwehrmechanismen. Dabei übernehmen 
das Gerinnungs- und das Komplementsystem eine wichtige Rolle und repräsentieren eine 
der ersten Verteidigungslinie bei der Abwehr von infektiösen Erregern. Das 
Gerinnungssystem wird nach Eindringen eines Erregers bzw. nach einer Verletzung 
umgehend aktiviert und verhindert so die Ausbreitung des Erregers. Entsprechend hat 
das Komplementsystem eine weitere wichtige Rolle bei der Erkennung und Eliminierung 
von infektiösen Erregern. 
Pathogene Mikroorganismen haben im Laufe der Evolution ein Repertoire an 
Virulenzfaktoren entwickelt und sind so in der Lage in einen immunkompetenten Wirt zu 
überleben und eine Infektion hervorzurufen. Die Bindung von Gerinnungskomponenten, 
wie Plasmin und Komplementregulatoren, wie Faktor H, FHL-1 und CFHR1 an die 
Oberfläche der Erreger ist eine effiziente Strategie der Immunevasion pathogener 
Mikroorganismen. In dieser Arbeit konnte ich eine weitere Strategie zur Evasion 
beschreiben und einen neuen Zusammenhang zwischen Gerinnungssystem und dem 
Komplement darstellen. Plasminogen ist das Schlüsselenzym der Fibrinolyse und wird 
von einer großen Anzahl von pathogenen Mikroorganismen an die Oberfläche gebunden. 
Das gebundene Plasminogen wird entweder durch menschliche oder durch bakterielle 
Plasminogenaktivatoren zur aktiven Protease Plasmin aktiviert. So kann das gebundene 
Plasmin die zentralen Komplementproteine C3b und C5 und ebenfalls Proteine der 
Extrazellulären Matrix binden und degradieren. Dadurch wird die Aktivierung des 
Komplementsystems unterbrochen und die stabile Struktur der EZM wird zerstört. Somit 
nutzen pathogenen Mikroorganismen Plasmin(ogen) als eine sehr effektive Waffe zur 
Immunevasion und Gewebsinvasion. 
Wie ich in dieser Arbeit gezeigt habe, rekrutieren die beiden Gram-negativen Bakterien 
Haemophilus influenzae und Borrelia burgdorferi Plasminogen an ihrer Oberfläche und 
nutzen aktiviertes Plasmin Immunevasion. Das Protein Protein E (PE) von H. influenzae 
ist als das Hauptbindeprotein für Plasminogen identifiziert worden. Dieses 
Adhäsionsprotein vermittelt als Oberflächenprotein die Akquirierung von Plasminogen. 
Gebundenes Plasminogen wird durch die Urokinase zu Plasmin aktiviert und spaltet die 
natürlichen Substrate, das Opsonin C3b und das EZM-Protein Fibrinogen. Diese Strategie 
konnte ich ebenfalls für den menschlichen pathogenen Mikroorganismus B. burgdorferi 
zeigen und die Proteine CRASP-3, -4 und -5 („complement regulator-acquiring surface 
proteins“) als Plasminogen-Bindende Proteine identifizieren.  
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Zusammenfassend nutzen die beiden Gram-negativen Bakterien H. influenzae und 
B. burgdorferi das menschliche Plasmaprotein Plasminogen zur Immunevasion. Beide 
pathogene Mikroorganismen exprimieren mehrere Plasminogen-Bindeproteine, welche 
die Bindung von Plasminogen an ihrer Oberfläche vermitteln. Plasminogen wird über die 
Kringeldomänen gebunden, damit bleibt die Proteasedomäne für die Aktivatoren 
zugänglich und das gebundenes Plasminogen kann zur aktiven Protease Plasmin 
konvertiert wird. Plasmin inhibiert die Komplementaktivierung indem es die zentralen 
Komplementproteine C3b und C5 spaltet. Zusätzlich verhindert Plasmin durch die 
Spaltung von C3b die Opsonierung durch Makrophagen. Somit verhilft Plasminogen den 
beiden Gram-negativen Bakterien H. influenzae und B. burgdorferi zu einer effizienten 
Strategie der Immunevasion und Gewebsinvasion. 
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7. Summary 
The human body develops to detect and to defend infectious pathogens a number of 
highly efficient defense mechanisms. The coagulation and the complement system have 
an important role and represent the first line of defense in the defense against infectious 
pathogens. The coagulation system is activated immediately after injury or penetration of 
pathogens and prevents the spread of infectious pathogens. The complement system 
plays also an important role in detection and elimination of infectious pathogens. 
During the evolution pathogenic microorganisms have developed a repertoire of virulence 
factors to survive in a host and cause an infection. The binding of complement regulators 
like Factor H, FHL-1 and CFHR1 is an effective strategy for immune evasion of 
pathogenic microorganisms. In this work, I have shown a new strategy for complement 
evasion und described a new cross talk between coagulation and complement system. 
Plasminogen is the key enzyme of fibrinolysis and is bound by a large number of 
pathogenic microorganisms on their surface. Bound plasminogen is activated by human or 
bacterial plasminogen activators to the active protease plasmin. Plasminogen bound to 
microorganisms interacts with the central complement proteins C3b and C5 and with 
proteins of the extracellular matrix and cleaves them into inactive fragments. Thereby 
plasmin interrupts the complement system and destroys the stable structure of the 
extracellular matrix. Thus pathogenic microorganisms using plasmin(ogen) as a very 
effective weapon for immune evasion and tissue invasion. 
I have shown that the two gram-negative bacteria Haemophilus influenzae and 
Borrelia burgdorferi recruit plasminogen to their surface and use active plasmin for 
immune evasion. The protein Protein E (PE) of H. influenzae is identified as the major 
plasminogen binding protein. This adhesion protein mediates as surface protein the 
acquisition of plasminogen on the surface of H. influenzae. Bound plasminogen is 
activated to plasmin by urokinase and cleaves the natural substrates the opsonin C3b and 
the extracellular matrix protein fibrinogen. This strategy, I could also show for the human 
pathogenic microorganism Borrelia burgdorferi and the proteins CRASP-3, -4 and -5 
("complement regulator-acquiring surface proteins") were identified as plasminogen-
binding proteins. 
In summary, both gram-negative bacteria H. influenzae and B. burgdorferi use the human 
plasma protein plasminogen for immune evasion. Both pathogenic microorganisms use 
more than one plasminogen binding proteins to acquire plasminogen in a large amount of 
their surface. Plasminogen is bound via the kringle domains, so that the protease domain 
is available for the activators and bound plasminogen is converted to the active protease 
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plasmin. Plasmin mediated the inhibition of the complement system by cleaving the 
central complement proteins C3b and C5. In addition, plasmin prevented opsonization of 
the macrophages by the cleavage of C3b. Thus the two gram-negative bacteria 
H. influenzae and B. burgdorferi use plasminogen as an efficient strategy of immune 
evasion and tissue invasion. 
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